Development of genetic tools for genetic manipulation of strains from the genus Prevotella by Grkman, Petra
 II 
















RAZVOJ ORODIJ ZA GENETSKO MANIPULACIJO 














































DEVELOPMENT OF GENETIC TOOLS FOR GENETIC 
MANIPULATION OF STRAINS FROM THE GENUS PREVOTELLA 
 
M. SC. THESIS 










Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
II 
Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje Mikrobiologija. 
Raziskovalno delo je bilo opravljeno na Katedri za mikrobiologijo in mikrobno 
biotehnologijo na Oddelku za zootehniko Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje je za mentorja magistrskega dela imenovala doc. dr. 
Tomaţa Accetta in za recenzentko prof. dr. Darjo Ţgur Bertok. 
 
Mentor:  doc. dr. Tomaţ ACCETTO 
 
Recenzentka:  prof. dr. Darja ŢGUR BERTOK 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
 
Predsednik:  prof. dr. Gorazd AVGUŠTIN 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
Član:   doc. dr. Tomaţ ACCETTO 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
Članica:  prof. dr. Darja ŢGUR BERTOK 

















Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
III 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2  
DK UDK 579.254:602.6:577.2(043)=163.6 
KG prevotele, genetska manipulacija, Prevotella bryantii TC1-1, restrikcijske 
endonukleaze tipa II, celični ekstrakt, in vitro zaščita, elektrotransformacija, 
izraţanje proteina 
AV GRKMAN, Petra, dipl.biol. (UN) 
SA ACCETTO, Tomaţ (mentor), ŢGUR BERTOK, Darja (recenzentka) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije 
LI 2019 
IN RAZVOJ ORODIJ ZA GENETSKO MANIPULACIJO SEVOV RODU 
PREVOTELLA 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja Mikrobiologija) 
OP XI, 46 str., 9 pregl., 22 sl., 4 pril., 35 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Bakterije rodu Prevotella so po Gramu negativni, nesporogeni in anaerobni 
mikroorganizmi, ki so del prebavne ter ustne mikrobiote ţivali in ljudi. Vrste so 
izolirane iz ustne votline sesalcev, iz vampa preţvekovalcev, debelega črevesa, 
urogenitalnega trakta in kliničnih vzorcev. Vampne prevotele predstavljajo največji 
deleţ po Gramu negativnih bakterij v populaciji in prispevajo k razgradnji 
polisaharidov v rastlinski celični steni in metabolizmu proteinov. Orodja za 
genetsko manipulacijo prevotel so maloštevilna, prav tako ni na voljo orodja za 
tarčno inaktivacijo genov. Poznamo samo en sprejemni sev Prevotella bryantii 
TC1-1, za katerega je na voljo plazmidni vektor, ki nam omogoča kontrolirano 
izraţanje genov. Za vnos v ta sev prenosljivi vektor pRH3 najprej in vitro zaščitimo 
pred restrikcijskimi endonukleazami in ga vnesemo v sev z elektroporacijo. Na 
enak način smo poskušali elektrotransformirati še tri druge seve P. bryantii in P. 
brevis, vendar nam ni uspelo, saj imajo sevi izraţeno močno nespecifično 
nukleazno aktivnost. Nadeljevali smo z ugotavljanjem optimalnih pogojev 
elektrotransformacije P. bryantii TC1-1 in ugotovili najbolj primerne pogoje zaščite 
in elektroporacije. Z vnosom gena za metilazo PbrTI (locus_tag CIK91_RS00145) 
iz P. bryantii v sev TC1-1 smo ţeleli izboljšati metodo zaščite DNK s celičnim 
ekstraktom, a zaščita ni bila boljša. Z izolacijo proteina z afinitetno Ni-NTA 
kromatografijo smo ţeleli nadomestiti pripravo celičnega ekstrakta. Učinkovitost 
zaščite DNK z izoliranim proteinom prav tako ni bila uspešna, saj je med njegovo 
izolacijo potekla proteoliza. 
 
Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
IV 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du2  
DC UDC 579.254:602.6:577.2(043)=163.6 
CX prevotella, genetic manipulation, Prevotella bryantii TC1-1, type II restriction 
endonuclease, cell extract, in vitro protection, electrotransformation, protein 
expression 
AU GRKMAN, Petra 
AA ACCETTO, Tomaţ (supervisor), ŢGUR BERTOK, Darja (reviewer) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study in Microbiology 
PY 2019 
TI DEVELOPMENT OF GENETIC TOOLS FOR GENETIC MANIPULATION OF 
STRAINS FROM THE GENUS PREVOTELLA 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes: Field Microbiology) 
NO XI, 46 p., 9 tab., 22 fig., 4 ann., 35 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Bacteria from genus Prevotella are Gram negative, non-spore forming, obligate 
anaerobes that represent important part of gastrointestinal and oral microbiota of 
animal and humans. Members of the genus have been isolated from oral cavity of 
mammals, rumen of cattle, from large intestine, urogenital tract and clinical 
samples. They are the most abundant Gram negative bacteria in rumen and are 
contributing to the degradation of plant cell-wall polysaccharides and protein 
metabolism. The genetic background of the genus is poorly studied because there 
are not many developed genetic tools. As far as we know only one recipient strain 
Prevotella bryantii TC1-1 can be electrotransformed. In vitro shuttle vector pRH3 
must be protected from restriction endonuclease with cell extract before 
electroporation. Electrotransformation of three strain P. bryantii and P. brevis was 
performed, although it wasn’t successful, mainly because of their strong 
nonspecific nuclease activity. We continued with finding optimal conditions for 
protection and electroporation in process of electrotransformation of strain P. 
bryantii TC1-1. With insertion of methylase gene PbrTI (locus_tag 
CIK91_RS00145) from P. bryantii into strain TC1-1 we tried to improve in vitro 
protection of DNA with cell extract. Protection of plasmid DNA wasn't successful. 
By isolation of the protein with Ni-NTA agarose affinity chromatography we tried 
to substitute preparation of cell extract, but the efficiency of protection of plasmid 
DNA wasn't successful, because proteolysis occurred. 
 
Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  




KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ................................................. III 
KEY WORDS DOCUMENTATION .............................................................................. IV 
KAZALO VSEBINE .......................................................................................................... V 
KAZALO SLIK .............................................................................................................. VIII 
KAZALO PREGLEDNIC ................................................................................................ IX 
KAZALO PRILOG ............................................................................................................ X 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI ............................................................................................ XI 
 
1 UVOD ................................................................................................................... 1 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA ............................................................................. 1 
1.2 NAMEN DELA .................................................................................................... 1 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE ........................................................................................ 1 
 
2 PREGLED OBJAV ............................................................................................. 2 
2.1 SISTEMATIKA BAKTERIJ IZ RODU PREVOTELLA ...................................... 2 
2.2 GENETSKA ORODJA ......................................................................................... 3 
2.2.1 Prenosljivi vektor pRH3 ..................................................................................... 4 
2.2.2 Elektrotransformacija ........................................................................................ 5 
2.3 NUKLEAZE ......................................................................................................... 5 
2.3.1 Nukleaze v rodu  Prevotella ................................................................................ 6 
 
3 MATERIAL IN METODE ................................................................................ 7 
3.1 MATERIAL .......................................................................................................... 7 
3.1.1 Laboratorijski pribor in oprema ....................................................................... 7 
3.1.2 Kemikalije, reagenti in plini ............................................................................... 8 
3.1.3 Mikrobiološka gojišča ......................................................................................... 9 
3.1.3.1 Gojišče M2 ............................................................................................................ 9 
3.1.3.2 Gojišče LB (ang. Lisogeny broth)....................................................................... 10 
3.1.3.3 Gojišče HA (ang. Nutrient agar) ......................................................................... 10 
3.1.4 Pufri in raztopine .............................................................................................. 10 
3.1.5 Komercialni kompleti (ang. kit) ....................................................................... 11 
Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
VI 
3.2 METODE ............................................................................................................ 12 
3.2.1 Potek eksperimentalnega dela ......................................................................... 12 
3.2.2 Priprava kompetentnih celic E. coli TOP10 in izolacija plazmidne  
 DNK pRH3 ........................................................................................................ 12 
3.2.3 Agarozna gelska elektoforeza .......................................................................... 13 
3.2.4 Test sterilnosti in testiranje naravne odpornosti sevov Prevotella proti 
tetraciklinu ......................................................................................................... 13 
3.2.5 Priprava celičnih ekstraktov ............................................................................ 14 
3.2.6 Zaščita DNK pRH3 pred cepitvijo z endonukleazami in vitro ...................... 14 
3.2.7 Test nukleazne aktivnosti supernatanta in celičnega ekstrakta ................... 15 
3.2.8 Priprava elektrokompetentnih celic sevov Prevotella .................................... 15 
3.2.9 Elektrotransformacija seva P. bryantii TC1-1 ................................................ 15 
3.2.10 Ugotavljanje optimalnih pogojev za elektroporacijo seva  
 P. bryantii TC1-1 ............................................................................................... 16 
3.2.10.1 Računanje števila celic, učinkovitosti in frekvence elektrotransformacije ......... 17 
3.2.11 Kloniranje gena za metilazo v plazmid pRH3 ................................................ 17 
3.2.11.1 Priprava vektorja ................................................................................................. 18 
3.2.11.2 Priprava inserta ................................................................................................... 18 
3.2.11.3 Ligacija in transformacija ................................................................................... 19 
3.2.12 Ugotavljanje koncentracije proteinov po Bradfordu  
 (ang. Bradford Assay) ....................................................................................... 19 
3.2.13 SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide  
 gel electrophoresis) ............................................................................................ 20 
3.2.14 Prenos proteinov po Westernu (ang. Western blot) in imunodetekcija ....... 20 
3.2.15 Izolacija in čiščenje proteina z afinitetno Ni-NTA kromatografijo .............. 21 
 
4 REZULTATI ..................................................................................................... 22 
4.1 ELEKTROTRANSFORMACIJA SEVA P. bryantii TC1-1 – POZITIVNA 
KONTROLA METODE ..................................................................................... 22 
4.2 ELEKTROTRANSFORMACIJA IZBRANIH SEVOV .................................... 23 
4.2.1 Sev P. bryantii TF1-3 ......................................................................................... 23 
4.2.2 Sev P. brevis FC2 ............................................................................................... 24 
4.2.3 Sev P. brevis GA33 ............................................................................................ 25 
4.2.4 Sev P. albensis M384 ......................................................................................... 26 
4.3 SEV P. bryantii TC1-1 ....................................................................................... 26 
4.3.1 Čas inkubacije  DNK pRH3 v celičnem ekstraktu seva ................................ 26 
4.3.2 Količina zaščitene DNK za uspešno elektrotransformacijo .......................... 27 
4.3.3 Moč pulza pri elektroporaciji .......................................................................... 29 
4.4 ELEKTROTRANSFORMACIJA SEVA TC1-1 S PLAZMIDOM pRH3met ... 30 
Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
VII 
4.4.1 Priprava konstrukta pRH3met ........................................................................ 30 
4.4.2 Elektroporacija plazmida pRH3met v sev TC1-1 .......................................... 32 
4.5 ZAŠČITA DNK pRH3 S CELIČNIM EKSTRAKTOM P. bryantii  
 TC1-1pRH3met ................................................................................................... 33 
4.5.1 Detekcija proteina z SDS-PAGE in prenos proteinov po Westernu ............ 33 
4.5.2 Primerjava zaščite DNK s celičnim ekstraktom pripravljenim v  
 stacionarni fazi rasti sevov TC1-1pRH3 in TC1-1pRH3met ........................ 35 
4.5.3 Izolacija, čiščenje in koncentriranje proteina Met PbrTI ............................. 35 
 
5 RAZPRAVA ...................................................................................................... 38 
5.1 ELEKTROTRANSFORMACIJA SEVOV IZ RODU Prevotella ..................... 38 
5.2 UGOTAVLJANJE OPTIMALNIH POGOJEV  
 ELEKTROTRANSFORMACIJE ....................................................................... 38 
5.3 PRIPRAVA KONSTRUKTA pRH3met IN  
 ELEKTROTRANSFORMACIJA ....................................................................... 39 
5.4 UČINKOVITOST ZAŠČITE S CELIČNIM EKSTRAKTOM  
 TC1-1pRH3met ................................................................................................... 40 
 
6 SKLEPI .............................................................................................................. 41 
 
7 POVZETEK ...................................................................................................... 42 
 






Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  




Slika 1: Genetska mapa prenosljivega vektorja pRH3 (Mercer in sod., 2001)..................... 5 
Slika 2: Shema poteka eksperimentalnega dela .................................................................. 12 
Slika 3: Shema kloniranja gena za metilazo v prenosljivi vektor pRH3 ............................ 17 
Slika 4: Gelska elektroforeza izoliranega prenosljivega vektorja pRH3 ............................ 22 
Slika 5: Gelska elektroforeza kvalitete zaščite plazmida .................................................... 22 
Slika 6: Gelska elektroforeza uspešno elekrotransformirane DNK pRH3 ......................... 23 
Slika 7: Test aktivnosti supernatanta in celičnega ekstrakta seva TF1-3 ........................... 24 
Slika 8: Test aktivnosti supernatanta in celičnega ekstrakta seva FC2 ............................... 25 
Slika 9: Test aktivnosti supernatanta in celičnega ekstrakta seva GA33 ............................ 26 
Slika 10:  Kvaliteta zaščite v odvisnosti od časa inkubacije DNK pRH3 v  
 celičnem ekstraktu ............................................................................................... 27 
Slika 11: Izolacija plazmidne DNK pRH3 iz elektrotransformiranega seva TC1-1 ........... 28 
Slika 12: Cepitev DNK pRH3met z EcoRI in PstI izolirano iz različnih kolonij ............... 31 
Slika 13: Izolacija plazmida pRH3met ............................................................................... 31 
Slika 14: Agarozna gelska elektroforeza uspešnosti zaščite DNK pRH3met..................... 32 
Slika 15: Izolacija plazmidov pRH3 in pRH3met iz uspešno elektrotransformiranega  
 seva TC1-1 .......................................................................................................... 32 
Slika 16: Primerjava zaščite plazmida z ekstraktoma TC1-1pRH3 in TC1-1pRH3met ..... 33 
Slika 17: Pobarvan poliakrilamidni gel .............................................................................. 34 
Slika 18: Sestavljena slika iz slike kemiluminiscence in navadne slike PVDF membrane 34 
Slika 19: SDS-PAGE posameznih frakcij .......................................................................... 36 
Slika 20: Membrana PVDF pri prenosu proteinov po Westernu ........................................ 36 
Slika 21: Primerjava učinkovitost zaščite pRH3 DNK ....................................................... 37 
Slika 22: Rezultati analize v Pfam podatkovni bazi (Finn in sod., 2016) ........................... 39 
  
Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  




Preglednica 1: Sestavine gojišča M2 ................................................................................... 9 
Preglednica 2: Sestavine mineralne raztopine II. ............................................................... 10 
Preglednica 3: Preglednica sestavin in koncentracije za PCR reakcije ............................. 18 
Preglednica 4: Preglednica PCR programa: temperatura, čas in število ponovitev ........... 19 
Preglednica 5: Preglednica sestavin za ločevalni in nabijalni gel ...................................... 20 
Preglednica 6: Število cfu/mL v vseh štirih poskusih ........................................................ 28 
Preglednica 7: Učinkovitost in frekvenca transformacije v 2. in 4. poskusu ..................... 29 
Preglednica 8: Količina uporabljene DNK [µg] pri elektroporaciji ................................... 29 
Preglednica 9: Število cfu/mL v vseh štirih eksperimentih ............................................... 30 
 
  
Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  




Priloga  A:  FASTA format gena za metilazo PbrTI ter 34F in 34R oligonukleotidna 
začetnika 
Priloga  B: Primerjava kvalitete zaščite DNK pRH3 iz prvega in drugega eksperimenta 
Priloga  C: Primerjava zaščite plazmida s ekstraktoma TC1-1pRH3 in TC1-1pRH3met 
Priloga  D: SDS-PAGE gel in agarozni gel testa kvalitete zaščite DNK pRH3 
  
Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
XI 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Amp   ampicilin 
bp   bazni par 
dH2O   destilirana voda 
DNK   deoksiribonukleinska kislina 
dNTP   deoksiribonukleotidi 
GC   par gvanina in citozina 
kbp   kilobazni par 
LD   nalagalni pufer (ang. loading dye) 
miliQ H2O  deionizirana voda pripravljena s sistemom Millipore miliQ 
OD640   optična gostota pri valovni dolţini 640 nm 
PCR   veriţna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
RNK   ribonukleinska kislina 
sigmaH2O  voda brez nukleaz 
SAM   S-adenozil metionin 
Stp   streptomicin 
Tc   tetraciklin 
UV   ultravijolična svetloba 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Kljub temu, da so bakterije iz rodu Prevotella številčno dominantne v vampu 
preţvekovalcev in pomembne v debelem črevesu ter ustni votlini sesalcev, so orodja za 
njihovo genetsko manipulacijo maloštevilna. V praksi so omejena na le en sprejemni sev 
Prevotella bryantii za katerega je na voljo le en sam plazmidni vektor, ki pa nam k sreči 
omogoča tudi kontrolirano izraţanje. Prav tako ni na voljo orodja za tarčno inaktivacijo 
genov v tem rodu. Ker rod sestavljajo vrste, ki naseljujejo različne habitate in poleg tega, 
kot vse kaţe, tudi v istih habitatih ţivijo na različne načine, je razvoj zgoraj omenjenih 
orodij, s katerimi bi osvetlili funkcijo posameznih z bioinformacijsko analizo predlaganih 
genov oziroma genskih skupin, vpletenih v nišno adaptacijo, izjemnega pomena. 
 
1.2 NAMEN DELA 
 
 Čimbolj razširiti nabor sevov rodu Prevotella, ki jih lahko transformiramo s 
plazmidno DNK, s poudarkom na sevih osamljenih iz vampa in prašičjega fecesa. 
Poiskati optimalne pogoje transformacije. 
 Ugotoviti tako mestno/sladkorno nespecifično nukleazno aktivnost sevov, kot ob 
njeni odsotnosti tudi mestno specifično (restrikcijsko endonukleazno) aktivnost 
celičnih ekstraktov. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 In vitro zaščita plazmidne DNK s celičnim ekstraktom sprejemnega seva je 
ključnega pomena za uspešnost transformacije. 
 Nespecifična nukleazna aktivnost ne igra ključne vloge pri preprečevanju vnosa 
plazmidne DNK s transformacijo. 
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2 PREGLED OBJAV 









Deblo Bacteroidetes vključuje fenotipsko zelo različne bakterije, ki ne tvorijo endospor in 
se po Gramu obarvajo negativno ter naseljujejo zelo različne tipe habitatov. Izoliramo jih 
lahko iz vzorcev zemlje, oceanov, sladkih voda ali prebavnega trakta, saj predsavljajo velik 
deleţ mikrobiote ţivali in ljudi. Deblo delimo na štiri razrede: Bacteroidia, Cytophagia, 
Flavobacteriia in Sphingobacteria (Thomas in sod., 2011). Razred Bacteroidia vključuje 
samo red Bacteroidales. Predstavniki so povečini anaerobni, nekateri so fakultativno 
anaerobni. So saharolitični organizmi, vendar lahko razgradijo tudi proteine in druge 
substrate. Po obliki so tanke palčke ali kokobacili in so negibljivi, nekateri predstavniki pa 
se lahko premikajo z drsenjem. Druţina Prevotellaceae se deli na dva rodova: Prevotella 
in Xylanibacter. Predstavniki rodu Prevotella so striktno anaerobni, ne tvorijo spor, so 
negibljivi, po celični obliki so kratke palčke in so izolirani iz ustne votline, urogenitalnega 
ter prebavnega trakta ljudi in ţivali (Krieg in sod., 2010). 
Prvotno je rod Bacteroides taksonomsko opisoval po Gramu negativne, nesporogene 
anaerobne mikroorganizme, ki producirajo sukcinat. Shah in Collins (1990) sta skupino 
zaradi filogenetske heterogenosti razdelila na tri rodove: Bacteroides so saharolitične in 
nepigmentirane; Porphyromonas spp. so nesaharolitične in producirajo črn pigment ter 
Prevotella, ki vključuje vrste občutljive za ţolč in so zmerno saharolitične. Avguštin in 
sod. (1997) so vampne prevotele razdelili v štiri vrste: Prevotella ruminicola, Prevotella 
brevis, Prevotella bryantii in Prevotella albensis. Podrobnejša analiza 16S rRNA je 
pokazala, da sevi vampnih izolatov pripadajo gručama P. ruminicola in P. brevis, medtem 
ko P. bryantii in P. albensis poleg vampnih izolatov vključujeta še predstavnike, ki 
zasedajo druge ekološke niše npr. ustno votlino (Purushe in sod., 2010). 
Rod Prevotella je poimenovan po francoskem mikrobiologu A. R. Prévot, pionirju na 
področju anaerobne mikrobiologije. Tipski sev je Prevotella melaninogenica. Večina vrst 
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je izolirana iz ustne votline sesalcev, druge vrste so bile izolirane iz vampa, debelega 
črevesja in urogenitalnega trakta ter kliničnih vzorcev. Vrste izolirane iz ustne votline 
pripomorejo k nastajanju zobnega plaka, kariesa, ter gangrene pri otrocih iz podsaharske 
Afrike (Enwonwu in sod., 2006; Accetto in Avguštin, 2007). Patogena vrsta izolirana iz 
ustne votline P. intermedia povzroča periodontitis, nekatere oportunistične patogene vrste 
pa so izolirali iz abscesnih ran. Prevotele so široko razširjene po površini ustne votline in 
predstavljajo kar 10 % vseh bakterij v slini (Segata in sod., 2012; Nadkarni in sod., 2012). 
V črevesu ljudi prevladujejo bakterije iz debel Firmicutes ter Bacteroidetes in iz debla 
Bacteroidetes rodova Bacteroides in Prevotella. Številčnost vrst prevotel v črevesu je 
povezana z rastlinsko bogato prehrano in pojavom kroničnih vnetnih bolezni (Ley, 2016). 
Predstavniki rodu Prevotella so številčno prevladujoči organizmi v vampu in 
gastrointestinalnem traktu herbivorov in omnivorov. Molekularne metode so omogočile 
direktno preučevanje bakterijske diverzitete kompleksnih ekosistemov, brez gojenja 
mikroorganizmov. To doseţemo s PCR pomnoţevanjem in kloniranjem ribosomskih RNA 
genov, ki jih potem sekvenciramo in filogenetsko analiziramo. Vamp preţvekovalcev 
spada med najbolj kompleksne ekosisteme z bogato bakterijsko diverziteto. Ena 
pomembnejših filogenetskih skupin bakterij spada v deblo Bacteroidetes. Bakterije rodu 
Prevotella/Bacteroides predstavljajo 60-70 % diverzitete ribosomskih sekvenc v vampnih 
vzorcih (Ramšak in sod., 2000). S kvantifikacijsko metodo real-time PCR sta Stevenson in 
Weimer (2007) ugotovila, da 42 – 60 % bakterijskih 16S rRNA kopij genov v vampu lahko 
pripišemo rodu Prevotella. Vendar le 2 – 4 % deleţ predstavlja tri najpogosteje izolirane 
vrste: P. bryantii, P. ruminicola in P. brevis. Bakterije rodu Prevotella proizvajajo različne 
ekstracelularne encime npr. proteaze, ki so potrebni pri metabolizmu proteinov (Griswold 
in sod., 1999). Prav tako v vampu preţvekovalcev delujejo kot simbiontski 
mikroorganizmi, ki pomagajo pri razgradnji polisaharidov. Vrste proizvajajo encime oz. 
multiproteinske sisteme, ki delno razgradijo substrate, predno jih transportirajo v celico in 
jih imenujemo sistemi Sus. Zapisi za te encime so zdruţeni na lokusih PUL – 
»polysaccharide utilization loci«. Analiza prisotnost lokusov PUL nakazuje veliko 
heterogenost rodu, saj lahko posamezne vrste naseljujejo zelo različne ekološke niše 
(Accetto in Avguštin, 2015;  Thomas in sod., 2011). 
 
2.2  GENETSKA ORODJA 
 
Genetska analiza je ključna za razumevanje bakterijske fiziologije in ekologije. Mnogih 
pomembnih bakterijskih vrst še vedno ne znamo genetsko manipulirati, saj ni razvitih 
primernih genetskih orodij, kot npr. za Escherichia coli ali za Saccharomyces cerevisiae. Z   
genetskimi orodji preučujemo informacije pridobljene s sekvenciranjem genoma ali 
analiziramo globalno ekspresijo genov in proteinov pri določeni vrsti oz. z genetskimi 
orodji lahko potrdimo ali ovrţemo hipoteze, ki temeljijo na biokemijskih analizah. 
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Genetske sisteme lahko preučujemo s kemijsko ali z UV-ţarki inducirano mutagenezo, s 
transpozoni, s tarčno inaktivacijo genov, s prenosljivimi vektorji, z reporterski geni ali s 
transdukcijskimi fagi. S kemijsko in UV mutagenezo induciramo točkovne mutacije genov. 
Običajno to ni primerno orodje za začetne analize genetskega sistema in je bolje uporabiti 
metode s katerimi vstavimo rekombinantno DNK v celico, npr. s plazmidnimi vektorji ali s 
transpozoni (Salyers in sod., 2000). Najprimernejše orodje za določitev funkcije gena je 
tarčna inaktivacija kromosomskih genov (ang. gene disruption), kjer določimo učinek 
inaktivacije gena na fenotip s »suicidnim vektorjem« (ang. suicide vector). Suicidni vektor 
je plazmid, ki se lahko pomnoţuje v E. coli ne pa v organizmu, ki ga preučujemo. Interni 
fragment izbranega gena kloniramo v plazmid in transformiramo konstrukt v preučevani 
sev, kjer se vektor s homologno rekombinacijo integrira v kromosomsko DNK (Kinder 
Haake in sod., 2006; Ichimura in sod., 2010). Prenosljivi vektorji (ang. shuttle vectors) so 
vektorji, ki se lahko pomnoţujejo v E. coli in v izbranem mikroorganizmu. Uporabljamo 
jih za določitev učinka ob povečani genski ekspresiji (Accetto in Avguštin, 2007; Salyers 
in sod., 2000). 
Pomanjkanje znanja o genetskem ozadju bakterij rodu Prevotella je oteţilo razvoj sistemov 
za vnos genov v bakterije. Vampne prevotele predstavljajo primeren organizem za 
genetsko manipulacijo zaradi številčnosti v vampnem ekosistemu in tolerance na nizek pH. 
V tem rodu je poznanih zelo malo plazmidov, ki so večinoma kriptični (ang. cryptic) in so 
prisotni le pri nekaterih vampnih izolatih. Uporabljeni so bili za konstruiranje prenosljivih 
vektorjev za prenos rekombinantne DNK med E. coli in vrstami iz rodu Prevotella ali 
Bacteroides. Prav tako je poznanih malo vrst v katere so bili prenosljivi vektorji uspešno 
vstavljeni. Plazmidni vektor pRDB5 je bil s konjugacijsko metodo uspešno vnesen v P. 
bryantii B14 in plazmid pRH3 z elektroporacijo v sev TC1-1 (Accetto in sod., 2005). 
 
 Prenosljivi vektor pRH3 2.2.1
 
Prenosljivi vektor pRH3 v velikosti 8,7 kb, uporabljamo v gostiteljskih sevih Prevotella in 
Bacteroides. Vektor je sestavljen iz 3,2 kb velikega kriptičnega plazmida pRRI2, 
izoliranega iz seva Prevotella ruminicola  223/M2/7; markerskega gen tetQ, ki izhaja iz 
plazmida pNFD13-2, iz rodu Bacteroides in pBluescript SK+ vektorja za pomnoţevanje v 
E. coli. Plazmid pRRI2 se uporablja se za konstruiranje prenosljivih vektorjev pRH3 in 
pRRI207, ki se lahko pomnoţujeta v številnih sevih vrst Bacteroides ali Prevotella in v E. 
coli (Daniel in sod., 1995; Mercer in sod., 2001). 
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Velik preboj na področju celične biologije in biotehnologije je bil doseţen z izdelavo 
metod za vnos tujega genetskega materiala v genom celice. To je moţno z 
elektrotransformacijsko metodo, kjer mešanico celic in plazmida izpostavimo visoki 
električni napetosti, nato mešanico inkubiramo, da pride do genske ekspresije in na koncu 
izvedemo selekcijski pritisk s katerim dobimo ţeljene transformante. Električno polje 
poveča prepustnost celične membrane za kratek čas, zato lahko večje molekule npr. 
plazmid vstopi v celico. Ugotoviti je potrebno optimalne pogoje gojenja recipienta in 
velikost ter količino plazmida, ki ga bomo uporabili pri elektroporaciji. Moč pulza mora 
biti zadostna, da se poveča prepustnost membrane in na tem mestu bo stekla difuzija 
majhnih molekul v celico. Učinkovitost transformacije pogojuje viabilnost 
elektrokompetentnih celic, ki se hitro zmanjšuje, če je moč električnega pulza previsoka ali 
če je trajanje pulza predolgo (Eynard in Teissié, 2000). Predstavniki rodu Prevotella so 
zelo občutljivi za kisik, zato je potrebno vzdrţevti anaerobne pogoje med gojenjem in 





Nukleaze so encimi, ki cepijo fosfodiestersko vez nukleinskih kislin in jih organizmi 
potrebujejo v mnogih procesih metabolizma nukleinskih kislin, na primer popravilu verige 
DNK, preprečevanje bakteriofagne infekcije, naravni transformaciji, zorenju RNA itd. 
Delimo jih na eksonukleaze, če cepijo verigo DNK iz konca molekule in na endonukleaze, 
če cepijo na sredini tarčne molekule. Glede na vrsto nukleinske kisline DNK ali RNK, ki jo 
cepijo, jih razdelimo na deoksirbonukleaze oz. ribonukleaze. Nekatere deoksiribonukleaze 
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encimatsko zaščitijo bakterijsko celico pred prevzemom neţeljene heterologne DNK. 
Njihova aktivnost predstavlja veliko oviro pri razvoju sistemov za prenos genetskega 
materiala, vendar so potrebne pri kloniranju za manipulacijo nukleinskih kislin (Rittié in 
Perbal, 2008; Brown, 2010). 
 
 Nukleaze v rodu  Prevotella 2.3.1
 
Razvoj sistemov za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella preprečuje prisotnost in 
aktivnost nespecifičnih ter specifičnih nukleaz. Veliko izoliranih vrst sintetizira močne, 
nespecifične, ekstracelularne nukleaze, ki zelo zmanjšujejo učinkovitost transformacije. 
Poleg preprečevanja vdora DNK v celico, imajo nukleaze pomembno vlogo pri prehrani in 
virulenci. Avguštin in sod. (1997) so dokazali, da imajo vrste P. brevis in P. bryantii (razen 
seva TC1-1) visoko ekstracelularno nukleazno aktivnost. Spiranje kulture celic vrste P. 
bryantii B14 ne zmanjša aktivnosti nespecifičnih nukleaz, zato so se Accetto in sod. (2005) 
osredotočili na sev P. bryantii TC1-1, z nizko aktivnostjo izvenceličnih nukleaz. Dokazali 
so, da sev vsebuje restrikcijsko modifikacijski sistem PbrTI, z identično endonukleazno 
prepoznavno sekvenco, mestom cepitve in vzorcem metilacije kot Sau3AI. 
 
Restrikcijsko modifikacijski sistem tipa II (RM-II) sestavljata dve ločeni encimski 
aktivnosti. Restrikcijska endonukleaza ob prisotnosti Mg
2+
 kofaktorja cepi DNK v 
specifičnem prepoznavnem zaporedju. Metil transferaza pa metilira DNK na enakem 
specifičnem prepoznavnem zaporedju kar povzroči, da DNK verige endonukleaza ne more 
cepiti. V bakterijskih vrstah, kjer sta prisotna oba encima, je gostiteljska DNK zaščitena 
pred aktivnostjo restrikcijske endonukleaze z značilnim vzorcem metilacije. Medtem ko 
vstopna DNK faga ali plazmida takšne zaščite nima, jo bo gostiteljska endonukleaza cepila 
in s tem zaščitila celico. Sistem RM-II je široko razširjen encimski sistem, ki ga najdemo 
pri prokariontih (Roberts in Halford, 1993; Pingoud in sod., 2014). 
 
Prevotella bryantii TC1-1 ima restrikcijsko endonukleazo PbrTI, ki je izoshizomer Sau3AI 
in cepi nemetilirano DNK zaporedje na mestu 5′-/GATC-3′. Restrikcijske nukleaze tipa II 
predstavljajo veliko oviro pri transformaciji nekaterih bakterijskih vrst. Izolirana 
endonukleaza nima nespecifične nukleazne ali sekundarne restrikcijske endonukleazne 
aktivnosti. DNK iz E. coli je uspešno zaščitena pred aktivnostjo encimov PbrTI in Sau3AI, 
če jo inkubiramo v celičnem ekstraktu P. bryantii TC1-1. Takšna zaščita DNK in vitro 
pred restrikcijskimi endonukleazami je slabša od ponovne izolacije plazmidne DNK iz ţe 
uspešno transformiranih celic, ki jo ponovno uporabimo za elektrotransformacijo. Za 
uspešno elektrotransformacijo P. bryantii TC1-1 z DNK iz E. coli potrebujemo pribliţno 
0,5 µg DNK plazmidnega vektorja pRH3 in gosto celično suspenzijo seva TC1-1. Z 
uporabo zaščitenega plazmidnega vektorja pRH3 lahko transformiramo celice P. bryantii 
TC1-1 z vstavljanjem ligacijskih produktov direktno v sev TC1-1 (Accetto in sod., 2005).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
 Laboratorijski pribor in oprema 3.1.1
 
Pri laboratorijskem delu smo uporabili sledeč laboratorijski pribor in opremo: 
 pipete (Thermofisher Scientific, ZDA in Eppendorf, Nemčija) in nastavke za pipete 
(BRAND, Nemčija); 
 mikrocentrifugirke 1,5 mL (BRAND, Nemčija), sigmacentrifugirke s pokrovčki 30 
mL (Sigma Aldrich, ZDA), mikrocentrifugirke za PCR (BRAND, Nemčija), 
krioviale (Sarstedt, Nemčija) in centrifugirke s pokrovčki 15 mL ter 50 mL Nunc 
(Thermofisher Scientific, ZDA); 
 nitrilne in lateksne rokavice Kimtech (Kimberly-Clark, Anglija); 
 steklovina: erlenmajerice, čase, palčke, epruvete, stekleničke s pokrovi, merilni 
valji, pipete in Wheaton stekleničke z gumijastimi zamaški (Simax, Češka in 
Kimble, ZDA); 
 plastične petrijevke (Ţikplast, Slovenija), plastične eze (Copan Diagnostic, Italija) 
in mikrotiterske plošče (BRAND, Nemčija); 
 Hungate epruvete s pokrovčki in zamaški (Bellco, ZDA) 
 plastične brizge in injekcijske igle (Luer, Češka) ter steklene brizge (Instrumentaria 
Zagreb, Hrvaška); 
 objektna in krovna stekla za mikroskopiranje (Deltalab, Španija) ter mikroskop 
Wild M20 (Heerbrugg, Švica); 
 steklene kroglice Zirconia s premerom 1 in 0,5 mm (BioSpec Products, Nemčija); 
 centrifuge: Sigma2K15 (Sigma Laborzentrifugen, Nemčija), Mikro200R (Hettich 
zentrifugen, Nemčija), miniSpin plus (Eppendorf, Nemčija) in T23 (MLW, 
Nemčija); 
 laminarij (Sholzen Technik, Nemčija); 
 anaerobna komora (Coy Lab products Inc., ZDA); 
 stresalnik – vorteks: Grant-bio PV-1 (Grant Instruments Ltd., Anglija); 
 PCR komora Biosan (Biosan Laboratories, Inc., ZDA); 
 PCR naprava Supercycler Thermalcycler (Kyratec, Avstralija); 
 avtoklav A-21CA (Kambič Laboratorijska oprema, Slovenija); 
 sušilnik Ehret TK/L 4105 (EHRET Labor-und Pharmatechnik, Nemčija); 
 inkubator I-205 (Kambič Laboratorijska oprema, Slovenija); 
 stresalnik RVI-403 (Tehtnica Ţelezniki, Slovenija); 
 homogenizator (ang. beadbeater) precellys 24 (Bertin instruments, Francija); 
 spektrofotometera Novaspec II (Pharmacia Biotech, ZDA) in Lambda EZ210 
(PerkinElmer, ZDA); 
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 spektrofotometrski čitalec plošč ELX808 (BioTec Instruments, ZDA) in program 
za analizo podatkov KC Junior trial mode (BioTec Instruments, ZDA); 
 kuhalniki z magnetnim mešalom: Rotamix SHP-10 in Rotamix 550 MMH 
(Tehtnica Ţelezniki, Slovenija) ter IKA RHbasic2 (IKA, Nemčija); 
 tehtnici Sac 51(ScalTec, Nemčija) in PN163 (Mettler Toledo, Švica) ter analitska 
tehtnica Alt 220-4NM (KERN, Nemčija); 
 kivete MicroPulser Electroporation Cuvettes s premerom 0,2 cm (Bio-Rad 
Laboratories, ZDA); 
 elektroporator Micropulser Electroporator (Bio-Rad Laboratories, ZDA); 
 usmernik za elektroforezo EPS 200 (Pharmacia Biotech, ZDA); 
 naprava za fotografiranje v UV spektru GEL DOC 1000 (Bio-Rad, ZDA), 
programska oprema za analizo MOLECULAR ANALYST SOFTWARE version 
1.5 in GENE TOOLS version 3.07 (SynGene, Anglija); 
 pH-meter pH700 (Eutech Instruments, ZDA); 
 Millipore Milli-Q Academic A10 in Millipore Elix 10 sistema za pripravo 
deionizirine in destilirane vode (Merck, Nemčija); 
 termoblok Biosan CH-100 (Chemical Assistance, Slovenija) ter 
 vodna kopel (Tehtnica Ţelezniki, Slovenija). 
 
 Kemikalije, reagenti in plini 3.1.2
 
Pri laboratorijske delu smo potrebovali sledeče kemikalije, reagente in pline: 
 etanol (Merck, Nemčija); 
 izopropanol (Merck, Nemčija); 
 mešanica fenol:kloroform:izoamilalkohol v razmerju 25:24:1 saturiran z 10 mM 
Tris, pH 8.0 in 1 mM EDTA (Sigma Aldrich, ZDA); 
 merkaptoetanol (Merck, Nemčija); 
 MgCl2 (magnezijev diklorid) (Merck, Nemčija); 
 SAM (S-adenozilmetionin) konc. 32 mM (New England BioLabs, Anglija); 
 LD 6x in 1kb lestvica (ang. ladder) (Thermo Scientific, ZDA); 
 barvilo Coomassie blue (ang. Bradford Dye Reagent) (BioRad, ZDA); 
 etidijev bromid (Sigma Aldrich, ZDA); 
 voda brez nukleaz – »sigma voda« (Sigma Aldrich, ZDA); 
 agaroza SeaKem LE agarose (Lonza, ZDA); 
 restrikcijski encimi: XbaI, PstI, EcoRI, Bsp143I (Fermentas, ZDA); 
 encimi: DNK ligaza, HF polimeraza (ang. High fidelity polymerase) in alkalna 
fosfataza FastAP (ang. alkaline phosphatase) (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
 plini: tehnični CO2 (Messer, Avstrija), stisnjen vodik H2 (Messer, Avstrija), 
mešanica CO2 in H2 (Messer, Avstrija); 
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 Mikrobiološka gojišča 3.1.3
3.1.3.1    Gojišče M2  
 
Preglednica 1: Sestavine gojišča M2  
Sestavina Količina Proizvajalec 
Tripton 1,00 ut. % Biolife, Italija 
Kvasni izvleček 0,25 ut. % Biolife, Italija 
Glukoza 0,20 ut. % Kemika, Hrvaška 
Celobioza 0,20 ut. % Merck, Nemčija 
Topni škrob 0,20 ut. % Merck, Nemčija 
NaHCO3 0,40 ut. % Merck, Nemčija 
L-cistein HCl 0,10 ut. % Merck, Nemčija 
Mineralna raztopina I 15,0 vol. %  
Mineralna raztopina II 15,0 vol. %  
Vampni sok 30,0 vol. %  
Destilirana voda 40,0 vol. %  
Resazurin 0,001 ut. % Sigma Aldrich, ZDA 
Agar Fluca analytica 0,75 ut. % Sigma Aldrich, ZDA 
Hemin  0,5 mg Koch-Light Laboratories, Anglija 
 
Bakterije smo gojili anaerobno v gojišču M2 (Hobson, 1969) s tehniko Hungate (Bryant, 
1972). Vse sestavine iz Preglednice 1 smo zmešali v erlenmajerici, razen cisteina in 
hemina, ki smo ju dodali po kuhanju. Med kuhanjem gojišče postane rdeče, nato smo 
počasi prevrevali še 5 minut. Gojišče smo prepihavali s CO2 (4,8) deset minut. Previdno 
smo dodali cistein in prepihavali s CO2 vsaj 5 minut oz. dokler rdeča barva ni izginila in je 
gojišče postalo rumeno ali svetlo rjavo. V pripravljene Hungate epruvete, ki smo jih 
predhodno prepihavali s CO2, smo razdelili pripravljeno gojišče z injekcijsko iglo, po 10 
mL gojišča v vsako epruveto. Gojišče avtoklaviramo T=121 °C, P=1,3 bar, t=15 minut. 
Pred kuhanjem smo dodali agar za trdna M2 gojišča (vbodniki), ki smo jih potrebovali za 
shranjevanje sevov. Pri delu v anaerobni komori smo potrebovali: tekoča gojišča M2 brez 
sladkorjev za redčitveno vrsto (enak postopek priprave, vendar nismo dodali glukoze, 
celobioze, topnega škroba in agarja); plošče M2 in plošče M2+Tc. Primerno količino 
gojišča smo pripravili po protokolu, v steklenicah, z dodatkom agarja 1,75 % v/v. Nato 
smo gojišče prepihali s CO2 in avtoklavirali. Po potrebi smo v anaerobni komori, v 
steklenico, dodali tetraciklin do končne koncentracije 2,5 µg/mL in tako pripravljena 
gojišča razlili v petrijevke ter posušili pri 37 °C. 
 
Mineralna raztopina I: 
3,0 g K2HPO4 (Merck, Nemčija) smo raztopili v 1 L dH2O, v steklenici s pokrovom, na 
magnetnem mešalu. Do uporabe raztopino smo raztopino hranili v hladilniku pri 4 °C. 
Avtoklaviranje ni potrebno. 
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Mineralna raztopina II: 
Raztopino smo pripravili po enakem postopku kot Mineralno raztopino I. Sestavine iz 
Preglednice 2 smo raztopili v 1 L dH2O. 
 
Preglednica 2: Sestavine mineralne raztopine II. 
Sestavina Količina [g] Proizvajalec 
KH2PO4 3,0 Merck, Nemčija 
(NH4)2SO4 6,0 Sigma Aldrich, ZDA 
NaCl 6 Merck, Nemčija 
MgSO4x7H2O 0,7 Merck, Nemčija 
CaCl2x2H2O 0,6 Merck, Nemčija 
 
3.1.3.2    Gojišče LB (ang. Lisogeny broth) 
 
Gojišče LB je bogato gojišče namenjeno predvsem gojenju rekombinantnih sevov E. coli. 
Sestavine gojišča: 1% tripton, 1% NaCl (Merck, Nemčija), 0,5% kvasni izvleček, 1,5% 
agar in 100 mL dH2O. Gojišče smo zmešali v erlenmajerici, ga avtoklavirali in predno se je 
agar strdil, smo dodali antibiotik ampicilin v končni koncentraciji 100 µg/mL ter razlili 
gojišče v štiri petrijevke. Plošče smo sušili v inkubatorju pri T=37 °C preko noči in jih do 
uporabe shranili v hladilniku pri 4 °C. Tekoče gojišče LB smo pripravili po enakem 
postopku, vendar nismo dodali agarja in antibiotika. 
 
3.1.3.3    Gojišče HA (ang. Nutrient agar) 
 
Hranilni agar (Biolife, Italija) smo raztopili v destilirani vodi po navodilih proizvajalca, ga 
avtoklavirali, razlili v plastične petrijevke in jih sušili v inkubatorju pri 37 °C preko noči 
ter jih do uporabe shranili v hladilniku pri 4 °C.  
 
 Pufri in raztopine 3.1.4
 
Pufer za lizo: 
Zmešali smo 20 mM trisCl-7,5; 10 mM merkaptoetanola in 50 mL miliQ H2O. Pufer smo 
avtoklavirali in ga do uporabe hranili v hladilniku pri 4 °C. 
 
Antibiotiki: 
Koncentracija zaloţne raztopine ampicilina (Sigma Aldrich, ZDA) je 100 mg/mL. 
Raztopino smo pripravili v miliQ H2O in jo prefiltrirali skozi filter s premerom por 0,22 
µm in jo do uporabe hranili pri – 20 °C. Zaloţno raztopino tetraciklina (Sigma Aldrich, 
ZDA), raztopljenega v etanolu v koncentraciji 5 mg/mL smo prav tako hranili pri – 20 °C v 
embalaţi oviti z aluminijasto folijo. Raztopino 20 % streptomicin sulfata (Fluca 
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Biochemica, Švica) smo pripravili tik pred uporabo, pri pripravi celičnega ekstrakta, v 
pufru za lizo. 
 
Anaerobiziran 10 % glicerol: 
V dobro očiščeno Wheaton stekleničko z miliQH2O smo nalili 80 mL miliQH2O in 
označili spodnji menisk. Odpipetirali smo 8 mL glicerola (Sigma Aldrich, ZDA) v 
stekleničko in segrevali toliko časa, da je voda izhlapela do označbe na steklenički (15 
minut). Ko se je raztopina rahlo ohladila, smo prepihavali s tehničnim CO2, 10 minut. 
Stekleničko smo zaprli z gumijastim in kovinskim zamaškom, avtoklavirali in do uporabe 
hranili pri 4 °C. 
 
EDTA – etilendiamintetraocetna kislina (Merck, Nemčija): 
Pripravili smo 0,5 M zaloţno raztopino s pH 8,0, tako da smo 93,1 g EDTA in 500 mL 
dH2O zmešali na magnetnem mešalu in umerili pH z dodajanjem NaOH. Avtoklaviranje ni 
potrebno. 
 
Tris-Cl 7,5 – tris(hidroksimetil)aminometan (Merck, Nemčija): 
Pripravili smo 1 M zaloţno raztopino s pH 7,5, tako da smo 78,8 g Tris baze in 500 mL 
dH2O zmešali na magnetnem mešalu in umerili pH z dodajanjem HCl ter avtoklavirali. 
 
TBE – trisboratEDTA pufer: 
Pripravili smo 5x zaloţno raztopino, ki smo jo pred uporabo pri elektroforezi 10x redčili. 
Za pripravo 1 L raztopine smo zmešali 54 g iz Tris baze (Merck, Nemčija), 27,5 g borove 
kisline (Merck, Nemčija) in 20 mL 0,5 M EDTA s pH 8,0, v destilirani vodi, na 
magnetnem mešalu. 
 
SDS-PAGE elektroforezni pufer: 
Pripravili smo 1 L 10x zaloţnega pufra, ki smo ga pred uporabo 10x redčili. Zatehtali smo 
15,15 g Tris-baze (25 mM), 72 g glicina (192 mM) (Merck, Nemčija) in 5 g SDS (3,5 mM) 
(Carl ROTH, Nemčija) in dopolnimo do 1 L z miliQH2O ter shranimo pri 4 °C. 
 
 Komercialni kompleti (ang. kit) 3.1.5
 
Pri delu smo uporabljali: 
 komplet za čiščenje DNK iz agaroznih gelov QIAguick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN, Nemčija); 
 komplet za čiščenje PCR produktov High Pure PCR Product Purification Kit 
(Roche, Švica); 
 komplet za izolacijo plazmidne DNK High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, 
Švica) in 
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 Potek eksperimentalnega dela 3.2.1
 
 
Slika 2: Shema poteka eksperimentalnega dela 
 
 Priprava kompetentnih celic E. coli TOP10 in izolacija plazmidne DNK pRH3 3.2.2
 
Sev E. coli TOP10 je komercialno dostopni sev, ki izhaja iz seva K-12. Primeren je za 
splošno kloniranje, saj nosi rezistenco proti antibiotiku streptomicinu in omogoča modro-
beli test. Kemično kompetentne celice E. coli TOP10 smo pripravili z dvakratnim 
spiranjem peleta celic z ledeno hladno raztopino kalcijevega klorida in resuspendiranjem v 
15 % glicerolu. Prekonočno kulturo celic smo precepili v tekoče gojišče LB in inkubirali 
pri 37 °C na stresalniku (250 rpm). Rast smo spremljali z merjenjem optične gostote pri 
600 nm in ko je optična gostota OD600 znašala 0,4, smo prenesli erlenmajerico na led za 5 
minut ter prelili kulturo v sterilne sigma centrifugirke. Centrifugirali smo 10 min, 4 °C, 
2800 g, odlili supernatant in resuspendirali pelet v 10 mL ohlajenega 0,1 M CaCl2. Ta 
postopek smo še enkrat ponovili. Po centrifugirnju smo odstranili supernatant in 
resuspendirali pelet v 2,352 mL, 0,1 M CaCl2 s 15 % glicerolom. Suspenzijo smo razdelili 
v ohlajene mikrocentrifugirke po 100 µL in jih do uporabe shranili v zamrzovalniku pri     
– 70 °C. 
 
Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
13 
Plazmidno DNK pRH3 smo s transformacijo vnesli v kompetentne celice E. coli TOP10. V 
mikrocentrifugirko s 100 µL celic TOP10, smo dodali 2µL DNK plazmida pRH3 in 
inkubirali na ledu 30 minut. S temperaturnim šokom zvišamo frekvenco transformacije, 
zato smo mikrocentrifugirko prestavili v termoblok na 42 °C za 60 sekund in nazaj na led 
za 2 minuti. Mešanici smo dodali 400 µL tekočega  gojišča LB in stresali v stresalniku 
(250 rpm), pri 37 °C, vsaj 45 minut. S stekleno palčko (“hokejko”) smo razmazali 100 µL 
kulture na LB+Amp plošče in inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo na vsako 
ploščo dodali 2 mL fiziološke raztopine, s stekleno palčko podrgnili vsebino in jo prenesli 
v mikrocentrifugirko ter centrifugirali 5 minut, 3000 g. Produkt smo očistili s pomočjo 
komercialno dostopnega kompleta za izolacijo plazmida, po navodilih proizvajalca ter 
uspešnost izolacije plazmida preverili z gelsko elektroforezo. Pripravili smo dve 
restrikcijski mešanici po 10 µL z restrikcijskima encimoma PstI in EcoRI. Reakcijske 
mešanice smo inkubirali 1 h v vodni kopeli pri 37 °C. Reakcijske mešanice so vsebovale 3 
µL DNK pRH3, 0,5 µL izbranega encima, 1 µL pufra za encim in 5,5 µL sigmaH2O.  
 
 Agarozna gelska elektoforeza 3.2.3
 
Uspešnost izolacije plazmidov, priprave vektorjev in insertov ter učinkovitost zaščite 
plazmidne DNK pRH3 smo preverili na agaroznem gelu z elektroforezo. Pripravili smo 0,8 
% agarozni gel, s segrevanjem agaroze v 0,5x TBE pufru. Elektroforeza je potekala 1 h, pri 
100 V. Po elektroforezi smo gel prenesli v banjico z raztopino etidijevega bromida za 10 
min, nato pa v banjico za razbarvanje (dH2O) za 30 min. S sistemom Gel Doc 1000 smo 
slikali gel pod UV lučjo, ga anlizirali s programom Molecular Analyst Software in 
ugotovili količino dobljene DNK s programom GENE TOOLS.  
 
 Test sterilnosti in testiranje naravne odpornosti sevov Prevotella proti 3.2.4
tetraciklinu 
 
Za vsak sev in vsako precepljanje iz vbodnika v tekoče gojišče M2 smo opravili test 
sterilnosti. Tekočo kulturo izbranega seva smo nanesli na ploščo s hranilnim agarjem, ki je 
bogato gojišče. V primeru aerobne kontaminacije kulture, bi se na plošči pojavile kolonije. 
Največkrat so kontaminante po Gramu pozitivne bakterije iz koţe. Bakterije iz rodu 
Prevotella sp. so pleimorfne, zato smo spremljali tudi morfologijo nativnega preparata pod 
mikroskopom. Preverili smo tudi naravno odpornost sevov proti antibiotiku tetraciklinu. V 
tekoče gojišče M2, smo pred inokulacijo dodali tetraciklin, do končne koncentracije 3 
µg/mL. Nato smo dodali cepilno zanko prekonočne kulture v tako pripravljeno gojišče in 
spremljali rast z merjenjem optične gostote OD640. 
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 Priprava celičnih ekstraktov 3.2.5
 
Iz anaerobnega vbodnika smo sev precepili v tekoče gojišče M2 in pustili rasti preko noči, 
pri 37 °C. Prekonočno kulturo smo 50x redčili v 10 mL tekočega M2 gojišča in spremljali 
rast z merjenjem optične gostote OD640, na vsakih 90 minut. Ko je optična gostota OD640 
dosegla 0,7, smo s prenosom gojišča na led, za 5 minut ustavili rast celic. Kulturo smo 
prelili v sterilno sigma centrifugirko in centrifugirali T=0 °C, 10000 g, 5 minut. 
Supernatant smo odlili in natančno odpipetirali ostanke gojišča. Sledilo je spiranje z 10 mL 
ohlajenega pufra za lizo, da se znebimo nukleaz, proteaz in lipaz. Pelet smo resuspendirali 
z neţnim mešanjem in med mešanjem centrifugirko ohlajali na ledu. Po ponovnem 
centrifugiranju, smo odlili supernatant in resuspendirali pelet v 200 µL pufra za lizo. 
Vsebino smo prenesli v sterilno in ohlajeno kriovialo s 0,25 g cirkonijevih kroglic s 
premerom 1 mm in 0,5 mm. Suspenzijo smo stresali na stresalniku (ang. beadbeater) 10 
sekund, pri 4000 nihajih na minuto. Stresanje smo petkrat ponovili, z vmesnimi inkubiranji 
na ledu za 2 minuti. Ponovno smo centrifugirali T=0 °C, 12000 g, 12 minut.  Supernatant 
smo prenesli v sveţo mikrocentrifugirko in dodali 2 ut.% streptomicina ter neţno 
premešali in inkubirali na ledu 20 minut. Po centrifugiranju  T=0 °C, 18000 g, 25 minut 
smo zelo previdno preneseli supernatant v sveţo mikrocentrifugirko, pelet oborjene DNK 
pa zavrgli. Tako pripravljen celični ekstrakt smo uporabili za in vitro zaščito plazmidne 
DNK. 
 
 Zaščita DNK pRH3 pred cepitvijo z endonukleazami in vitro 3.2.6
 
Plazmidno DNK pRH3 smo pred cepitvijo z endonukleazami zaščitili s celičnim 
ekstraktom seva, v katerega smo elektrotransformirali plazmid. Priprava celičnega 
ekstrakta seva je opisana v poglavju 3.2.5. V ohlajeno mikrocentrifugirko smo pripravili 
150 µL reakcijske mešanice in jo vmes inkubirali na ledu. V naslednjem vrstnem redu smo 
dodali do navedenih koncetracij: 50 mM Tris-Cl 7,5; 20 mM EDTA; 50 µL DNK pRH3 
(pribliţno 1 µg); 100 µL ohlajenega celičnega ekstrakta seva in na koncu še 0,3 mM SAM 
(zaloţna konc. 32 mM). Vsebino mikrocentrifugirke smo dobro premešali in jo inkubirali v 
vodni kopeli, pri 37 °C, preko noči. Proteine smo nato iz reakcije odstranili s fenolno 
ekstrakcijo. Glede na volumen pripravljene reakcijske mešanice, smo dodali enkratni 
volumen mešanice fenol:kloroform:izoamilalkohol. Vsebino smo premešali, centrifugirali 
T=20 °C, 10000 g, 10 minut in zgornjo fazo odpipetirali v sveţo mikrocentrifugirko. DNK 
smo očistili s pomočjo kompleta za čiščenje DNK iz agaroznih gelov, po navodilih 
proizvajalca. Z gelsko elektroforezo (poglavje 3.2.3) smo preverili učinkovitost zaščite 
DNK pRH3 s celičnim ekstraktom seva. Pripravili smo dve reakcijski mešanici, po 10 µL, 
ki sta vsebovali 3 µL zaščitene ali nezaščitene DNK pRH3; 0,5 µL restrikcijskega encima 
Bsp143I (Sau3AI); 1 µL pufra za encim in 5,5 µL sigma H2O. Reakcijski mešanici smo 1 h 
inkubirali v vodni kopeli pri 37 °C. 
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 Test nukleazne aktivnosti supernatanta in celičnega ekstrakta 3.2.7
 
Pri postopku priprave celičnega ekstrakta, kot je opisano v poglavju 3.2.5, smo prihranili 1 
mL supernatanta in 20 µL celičnega ekstrakta. Za aktivnost supernatanta smo pripravili tri 
mešanice po 20 µL, ki so vsebovale 3 µL DNK bakteriofaga lambda (300 ng/µL DNK λ) 
in 1 µL MgCl2 (100 mM). V prvo mešanico smo dali 16 µL supernatanta, v drugo 16 µL 
dH2O in v tretjo 16 µL skuhanega supernatanta (65 °C, 10 min). Za aktivnost celičnega 
ekstrakta smo pripravili dve mešanici po 20 µL, ki sta vsebovali 3 µL zaščitene DNK 
pRH3, 1 µL MgCl2 in vsaka po 16 µL 5x ali 50x redčenega celičnega ekstrakta v pufru za 
lizo. Pripravili smo tudi dve mešanici po 20 µL, ki sta vsebovali 3 µL DNK bakteriofaga 
lambda, 1 µL MgCl2 in vsaka po 2 µL ali 5 µL celičnega ekstrakta, preostanek je dH2O. 
Vseh sedem mešanic smo inkubirali pri 37 °C, 30 min. Dodali smo 6 µL mešanice 
fenol:kloroform:izoamilalkohol in cenrifugirali T=0 °C, 10000 g, 5 minut. Iz vseh 
mikrocentrifugirk smo odpipetirali pribliţno 15 µL in vzorce analizirali z gelsko 
elektroforezo (poglavje 3.2.3). 
 
 Priprava elektrokompetentnih celic sevov Prevotella 3.2.8
 
Iz vbodnika smo sev s kovinsko ezo precepili v tekoče gojišče M2 in pustili rasti preko 
noči pri 37 °C. Prekonočno kulturo smo 50x redčili v devet Hungate epruvet, ki so 
vsebovale 10 mL tekočega M2 gojišča (skupaj 90 mL kulture) in jih inkubirali v vodni 
kopeli pri 37 °C. Optično gostoto OD640 smo izmerili vsakih 90 minut. Optimalna optična 
gostota je OD640  0,9 - 1,0. Rast smo ustavili s prenosom epruvet na led za 10 minut. Vse 
nadaljnje postopke smo opravili anaerobno in na ledu. Kulturo smo prelili v tri sterilne 
sigma centrifugirke in jih zatesnili z butilnim zamaškom. Kulturo smo trikrat sprali z 10 % 
anaerobiziranim glicerolom z vmesnim centrifugiranjem T=0 °C, 10000 g, 5 minut. Čas 
centrifugiranja smo prilagodili glede na posamezen sev. Pelet smo resuspendirali z zelo 
neţnim mešanjem in z inkubacijo na ledu skrbeli, da se suspenzija ni segrevala. Po spiranju 
smo pelet celic resuspendirali v 0,3 mL 10 % anaerobiziranega glicerola in suspenzijo 
alikvotirali po 85 µL. Dobili smo med 3 do 5 alikvotov, ki smo jih zamrznili in shranili pri 
– 70 °C. 
 
 Elektrotransformacija seva P. bryantii TC1-1 3.2.9
 
Na ledu smo odtalili suspenzijo elektrokompetentnih celic in ji dodali zaščiteno plazmidno 
DNK pRH3. Z nastavkom za pipeto smo zelo neţno zmešali suspenzijo in jo inkubirali na 
ledu 60 sekund. Vse skupaj smo prenesli v ohlajeno kiveto z razmakom elektrod 0,2 cm. 
Elektroporacijo smo izvajali z elektroporatorjem Bio-Rad pri nastavitvah 2,5 kV,  pulz je 
trajal 5,4 ms. Vsebino kivete smo hitro prenesli v 10 mL gojišča M2 ter inkubirali v 
Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
16 
inkubatorju pri 37 °C. Po 5 minutah smo vsebino epruvete enkrat neţno zmešali in merili 
optično gostoto OD640 vsakih 30 minut. Ko je optična gostota OD640 začela naraščati, smo 
izvedli selekcijo z 10x redčenjem v tekoče gojišče M2+Tc v končni koncentraciji 3 µg/mL. 
Ko so celice tekom naslednjega dne zrasle v gojišču M2+Tc, smo kulturo 100x redčili v 
sveţe tekoče gojišče M2+Tc. V primeru, da je bila elektroporacija uspešna, smo iz 1 mL 
kulture M2+Tc+100x izolirali plazmidno DNK s pomočjo kompleta za izolacijo plazmidne 
DNK, po navodilih proizvajalca. pRH3 smo dokazovali z gelsko elektroforezo (2.5.3) po 
cepitvi z encimom EcoRI. Uspešno elektrotransformiran sev smo precepili v vbodnik z 
dodanim tetraciklinom in ga shranili pri – 20 °C. Če smo imeli dovolj alikvotov 
kompetentnih celic, smo izmerili upor vzorca celic. S tem smo se prepričali, da med 
elektroporacijo ne bi stekel prevelik električni tok, ki bi uničil celice. Kiveto s celicami 
smo izpostavili konstantni napetosti 100 V in iz naprave odčitali jakost električnega toka. Z 
izpeljavo iz enčbe Ohmovega zakona smo izračunali upor (R = U/I). 
 
 Ugotavljanje optimalnih pogojev za elektroporacijo seva P. bryantii TC1-1 3.2.10
 
Delo smo opravili v anaerobni komori, ki nam je omogočila gojenje seva na ploščah. 
Eksperimente smo opravili vsaj trikrat. Anaerobne pogoje v komori smo vzdrţevali s 
prepihavnjem s tehničnim CO2 in s plinsko mešanico CO2/H2. Pred vsakim eksperimentom 
smo si pripravili tekoča gojišča M2 brez sladkorjev, plošče M2 in plošče M2+Tc kot je 
opisano v poglavju 3.1.3.1. Če smo imeli dovolj alikvotov elektrokompetentnih celic smo 
izvedli tri kontrole elektrotransformacije in sicer: 
 
  “Kontrola rasti” – ponovimo postopek elektroporacije, vendar brez pulza in 
namesto zaščitene DNK smo dodali elucijski pufer. 
  “Moj plazmid” – ponovimo postopek elektroporacije, vendar uporabimo DNK, ki 
smo jo izolirali iz predhodno uspešno elektrotransformirane P. bryantii TC1-1. 
 “Kontrola elektroporacije” – ponovimo postopek elektroporacije, vendar namesto 
DNK dodamo elucijski pufer. 
 
Po izvedeni elektroporaciji smo v tekočem gojišču M2 spremljali naraščanje optične 
gostote OD640, ki se je na začetku zniţevala. Ko je začela naraščati (po 4-5 h), smo gojišča 
prenesli v anaerobno komoro, naredili redčitveno vrsto (redčitev 10^-5 in 10^-6 smo 
nanesli na tri plošče M2) in nanesli 200 µL elektroporacijske kulture na tri plošče M2+Tc. 
Plošče smo inkubirali preko noči na 37 °C. Naslednji dan smo prešteli kolonije na ploščah 
in pomerili optično gostoto OD640 v tekočih gojiščih. V primeru rasti smo dokazali 
prisotnost plazmida z izolacijo plazmida iz tekočega gojišča M2+Tc, s pomočjo kompleta 
za izolacijo plazmida in agarozno gelsko elektroforezo. 
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3.2.10.1 Računanje števila celic, učinkovitosti in frekvence elektrotransformacije 
 
Število ţivih celic v elektroporacijski mešanici je podano kot število kolonij cfu (ang. 
colony forming units), ki so zrasle iz 1 mL tekočega gojišča M2 po elektroporaciji in ga 
izračunamo po enačbi (1). Učinkovitost elektrotransformcije je defenirana kot število 
transformant cfu, ki zrastejo po elektroporaciji 1 µg plazmidne DNK, v danem volumnu 
elektrokompetentnih celic in jo izračunamo po enačbi (2). Frekvenca transformacije je 
razmerje med številom transformant in številom vseh kompetentnih celic elektroporacijski 
mešanici. Razmerje podamo kot število transformant, ki zrastejo iz 1 mL elektroporacijske 
mešanice in jo izračunamo po enačbi (3). 
 
Število celic = (povprečno št. kolonij) x Faktor redčenja     …(1) 
Učinkovitost = (povprečno št.transformant) / (µg DNK pRH3) x Faktor redčenja …(2) 
Frekvenca = (povprečno št.transformant) / (št.vseh celic) x Faktor redčenja  …(3) 
 
 Kloniranje gena za metilazo v plazmid pRH3 3.2.11
 
Sev TC1-1 smo ţeleli elektrotransformirati z rekombinantno DNK pRH3met, ker smo 
ţeleli izbiljšati učinkovitost zaščite plazmidne DNK. V prenosljivi vektor pRH3 smo 
vstavili gen za metilazo PbrTI iz genomske DNK seva P. bryantii TC1-1. Na sliki 3 je 
prikazana shema poteka kloniranja gena za metilazo v prenosljivi vektor pRH3.  
 
 
Slika 3: Shema kloniranja gena za metilazo v prenosljivi vektor pRH3 
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3.2.11.1 Priprava vektorja 
 
Pripravili smo 40 µL restrikcijske mešanice: 33 µL DNK pRH3 (65 ng/µL), 4 µL pufra 
FD, 1,5 µL encima XbaI in 1,5 µL alkalne fosfataze FastAP (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA). Vsebino mikrocentrifugirke smo inkubirali v vodni kopeli pri 37 °C, 1,5 h. 
Restrikcijsko mešanico smo očistili s kompletom za čiščenje PCR produktov po navodilih 
proizvajalca. Produkt smo preverili na gelski elektroforezi. Po večih neuspelih poskusih 
ligacije in transformacije smo ponovno pripravili vektor. Predhodno cepljeni in očiščeni 
vektor pRH3+XbaI smo še enkrat cepili oz. ponovili reakcijo. Pripravili smo 60 µL 
restrikcijsko mešanico: 50 µL DNK pRH3+XbaI , 6 µL pufra FD, 2 µL encima XbaI, jo 
dobro premešali in inkubirali v vodni kopeli pri 37 °C, 45 min. Potem smo dodali 1,5 µL 
alkalne fosfataze, dobro premešali in ponovili inkubacijo v enekih pogojih. Restrikcijsko 
mešanico smo ponovno očistili s kompletom in produkt preverili na gelski elektroforezi. 
 
3.2.11.2 Priprava inserta 
 
Insert je bil gen za metilazo PbrTI (locus_tag CIK91_RS00145) iz P. bryantii, ki je dolg 
1734 bp. Reakcije smo pripravili v PCR komori z opremo, ki je namenjena samo za 
pripravo PCR reakcij. Uporabili smo High Fidelity mix polimerazo. Matrico (genomska 
DNK P. bryantii TC1-1) smo v reakcijo dodali na koncu. Sestava PCR reakcij in PCR 
programa so opisane v preglednici 3 in 4. V prilogi A je FASTA format gena ter zaporedje 
34F in 34R oligonukleotidnih začetnikov (ang. primer), ki so jih sintetizirali v podjetju 
Microsynth (Švica). 
 
Preglednica 3: Preglednica sestavin in koncentracije za PCR reakcije 


















5 µM 0,5 5 1 10 
MgCl2 25 mM 2 4 2 4 
Pufer HF 10x x 1x 5 1x 5 
dNTP 2 mM 0,2 5 0,2 5 
HF polimeraza 5 U/µL - 0,5 - 0,5 
Sigma voda - µL - 23,5 - 13,5 
Matrica 0,1-1µg/50µL 2 - 2 
Skupni vol. - µL - 50 - 50 
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Preglednica 4: Preglednica PCR programa: temperatura, čas in število ponovitev 
Proces Ponovitev Temperatura (°C) Čas (min) 
Začetna denaturacija 1x 94 3 
Denaturacija 30x 95 0,5 
Naleganje prvih pet ciklov 5x Od 62 do 67 0,5 
Naleganje 25x 67 0,5 
Elongacija 30x 72 2 
Končna elongacija 1x 72 10 
Zaključek 1x 4 ∞ 
 
Po izvedbi PCR smo reakcije očistili s komercialno dostopnim kompletom za čiščenje PCR 
reakcij, po navodilih proizvajalca in vzorce preverili z gelsko elektroforezo. 
 
3.2.11.3 Ligacija in transformacija 
 
Ligacijsko mešanico smo pripravili v mikrocentrifugirki, tako da smo zmešali 0,75 µL 
vektorja, 7,75 µL inserta, 1 µL pufra za ligazo in 0,5 µL encima ligaze. Za kontrolo 
vektorja smo namesto inserta dodali 7,75 µL sigma H2O. Obe mešanici smo inkubirali v 
termobloku pri 22 °C, 1 uro, nato je sledila inaktivacija ligaze na 65 °C, 10 minut. 
Inaktivirana vzorca smo prenesli na led, da sta se ohladila. Sledila je transformacija kot je 
prikazano na sliki 5. Izolacija rekombinantnih celic je potekala enako kot je opisano v 
poglavju 3.2.10.1. Vključenost inserta v plazmid smo preverili z gelsko elektroforezo; 
reakcijske mešanice, so vsebovale 3 µL DNK konstruktov, 0,5 µL encima XbaI, 1 µL pufra 
za encim in 5,5 µL sigmaH2O. Pravilnost orientacije inserta v plazmidu smo preverjali z 
dvojno restrikcijo, z encimoma PstI in EcoRI. Reakcijska mešanica je vsebovala 8 µL 
DNK, 1 µL pufra FD ter 0,5 µL obeh encimov. Inkubacija vzorca je trajala 1 h, v vodni 
kopeli pri 37 °C. Elektroforeza je potekala kot je opisano v poglavju 3.2.3. 
 
   Ugotavljanje koncentracije proteinov po Bradfordu (ang. Bradford Assay) 3.2.12
 
Pripravili smo redčitve zaloţne raztopine standarda BSA za umeritveno krivuljo, v 
mikrocentrifugirkah, s končnimi koncentracijami BSA – 2000 µg/mL, 1500 µg/mL, 1000 
µg/mL, 750 µg/mL, 500 µg/mL, 250 µg/mL, 125 µg/mL, 25 µg/mL in 0 µg/mL (slepi 
vzorec). Dobljen vzorec celičnega ekstrakta smo redčili 10x in 100x v destilirani vodi. Na 
mikrotitrsko ploščo smo nanesli po 10 µL redčenih vzorcev standarda BSA, ki smo jih 
pripravili v dveh ponovitvah in trikrat po 10 µL, 10x in 100x redčenega vzorca celičnega 
ekstrakta ter enkrat po 10 µL neredčenega vzorca ekstrakta. Dodali smo 250 µL reagenta 
Coomasie k vzorcem in inkubirali ploščo 10 min, pri sobni temperaturi. Izmerili smo 
absorbanco pri 595 nm in izrisali standardno krivuljo iz podatkov o absorbanci standardov, 
od katerih smo odšteli absorbanco slepega vzorca, v odvisnosti od njihove koncentracije 
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[µg/mL]. S pomočjo krivulje smo lahko ocenili koncentracijo proteinov v naših vzorcih 
celičnih ekstraktov. 
 
 SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 3.2.13
 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata je separacijska 
metoda s katero v električnem polju ločimo proteine na osnovi molekulske mase. Pripravili 
smo 10 % gel, z debelino stekel 1,5 mm. Sestavine za ločevalni in nabijalni gel so podane 
v Preglednici 5. 
 
Preglednica 5: Preglednica sestavin za ločevalni in nabijalni gel 
LOČEVALNI GEL NABIJALNI GEL 
1,5 M tris-8,8 2,5 mL 0,5 M tris-6,8 2,5 mL 
10 % SDS 100 µL 10 % SDS 100 µL 
30 % akrilamid 3,33 mL 30 % akrilamid 1,33 mL 
30 % APS 50 µL 30 % APS 50 µL 
TEMED 5 µL TEMED 10 µL 
miliQ H2O 4 mL miliQ H2O 6 mL 
 
Sestavine za gel smo zmešali v nuči, odzračili z vakuumsko črpalko (15 min) in šele na 
koncu dodali 30 % APS in TEMED. Gel smo previdno vlili v nosilec za gel in pustili 1 h, 
da je gel polimeriziral. Po enakem postopku smo pripravili še nabijalni gel in ga vlili v 
nosilec. Iz gela smo odstranili glavnik, sprali jamice z elektroforeznim pufrom in nosilec z 
gelom postavili v elektroforezno banjico ter jo napolnili z elektroforeznim pufrom. K 50 
µL vzorca smo dodali 10 µL 6x nalagalnega pufra in jih segrevali 5 min, pri 100 °C. Na 
gel smo naloţili  po  50 µL vzorcev in 5 µL velikostne lestvice (PageRuler Plus Prestained 
Protein Ladder; Thermo Fisher Scientific, ZDA). Elektroforeza je potekala na napravi Mini 
protean 3 cell (Bio-Rad, ZDA), pri napetosti 150 V, dokler ni črta bormfenol modrega 
prišla do konca gela. Gel smo pobarvali z različnimi raztopinami ocetne kisline in barvila 
Coomassie Briliant blue s segrevanjem (Wong in sod., 2000). 
 
 Prenos proteinov po Westernu (ang. Western blot) in imunodetekcija 3.2.14
 
Po izvedbi SDS-PAGE kot je opisano v prejšnjem poglavju smo proteine prenesli na 
membrano PVDF (Bio-Rad Laboratories, ZDA) s tehniko “semi-dry transefer”, z aparatom 
TE70X Semi-dry Blotter (Hoefer, ZDA). Po protokolu smo filter papirje v velikosti 
ločevalnega gela namočili v katodnem pufru (25 mM Tris-baza, 40 mM glicin, 10 % v/v 
metanol, pH=9,4); v anodnem pufru 1 (0,3 M Tris-baza in 10 % v/v metanol, pH=10,4) in 
v anodnem pufru 2 (25 M Tris-baza in 10 % v/v metanol, pH=10,4). Prenos proteinov je 
potekal pri konstantnem toku I=52 mA, 1,5 ure.  
Grkman P. Razvoj orodij za genetsko manipulacijo sevov rodu Prevotella.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
21 
Membrano smo čez noč namakali v 50 mL, 5 % w/v raztopini mleka v prahu (Merck, 
Nemčija) in pufra TBST (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,1 % v/v Tween 20, pH=7,5) 
ter s tem preprečili nespecifično vezavo protiteles. Imunodetekcijo smo izvedli z Anti-His6 
primarnimi mišjimi monoklonskimi protitelesi (Roche, Švica) in sekundarnimi kozjimi 
protitelesi na mišja protitelesa s hrenovo peroksidazo (Jackson Immunoresearch, ZDA). 
Membrano smo inkubirali v 0,5 µg/mL raztopini posameznih protiteles in mleka v prahu, 1 
uro, na sobni temperature z neţnim stresanjem. Vmes smo membrano spirali v TBST pufru 
z neţnim stresanjem na sobni temperaturi po protokolu: 1.) 40 mL pufra za 5 min; 2.) 100 
mL pufra za 15 min in 3.) trikrat po 50 mL pufra za 5 min. Na membrano smo nakapljali 2 
mL SuperSignal HRP westeren blotting detekcijskega reagent (Novagen, Nemčija), ki 
generira kemiluminiscenco in ki smo jo posneli z napravo Chemigenius
2
 bio imaging 
system (Syngene, Anglija). 
 
 Izolacija in čiščenje proteina z afinitetno Ni-NTA kromatografijo 3.2.15
 
Za čiščenje proteina smo uporabili agarozo z vezano nikeljnitriloocetno kislino (Ni-NTA) 
oz. komplet za čiščenje proteinov Ni-NTA Buffer Kit, po navodilih proizvajalca. Za 
pripravo celičnega ekstrakta, smo nagojili 60 mL kulture P. bryantii TC1-1 do stacionarne 
faze (24 h rasti), centrifugirali 10 min, 0 °C, 10 000 g in pelet dvakrat sprali s pufrom za 
lizo. Potem smo odpipetirali supernatant in dodali 3 mL 1X vezavnega pufra, 
centrifugirali, ponovno odpipetirali supernatant ter dodali vezavni pufer do končnega 
volumna 6 mL. Vsebino smo prenesli v 4 sterilne krioviale s cirkonijevimi kroglicami, s 
premerom 0,1 in 0,5 mm, vsakih po 0,5 g. Na homogenizatorju (ang. beadbeater) smo 
desetkrat stresali po 15 s, 5 000 nihajev na minuto in vmes inkubirali vzorce na ledu za 2 
minuti. Ponovno smo centrifugirali 15 min, 13 000 g pri 0 °C in supernatant prenesli v 
mikrocentrifugirke (mešanica zgoščenih proteinov). Ni-NTA agarozo smo dobro premešali 
in 1 mL agaroze zmešali s 4 mL vezavnega pufra. Ko se je agaroza posedla na dno 
centrifugirke, smo odpipetirali supernatant in dodali 4 mL mešanice zgoščenih proteinov. 
Mešanico smo neţno premešali in inkubirali 1,5 h, 4 °C, z mešanjem na mešalu z valjčki. 
Mešanico smo prenesli v prazno, zaprto kolono in ko se je naredil agarozni čep, smo 
odstranili pokrovček in zbrali prvo frakcijo v centrifugirko (vzorec FT). Postopek smo 
ponovili z dodajanjem, dvakrat po 4 mL Ni-NTA spiralnega pufra (vzorca WB1 in WB2) 
in štirikrat po 0,5 mL Ni-NTA elucijskega pufra (vzorci EB1, EB2, EB3 in EB4). Vse 
frakcije smo shranili na ledu in jih analizirali z SDS-PAGE. Temu je sledil postopek 
koncentriranja proteina in zamenjave pufra z elucijskim pufrom (20 mM trisCl-7,5; 50mM 
NaCl in 1 mM merkaptoetanol). Uporabljali smo koncentratorje Amicon Ultra-4 10K 
Centrifugal Filter Units (Merck, Nemčija). Predpostavili smo, da je največ proteina v EB1 
in EB2 frakciji, zato smo jih zdruţili v koncentratorju in trikrat sprali s 4 mL elucijskega 
pufra. Vmes smo centrifugirali 2 °C, 3200 g, 15-25 min. Na koncu smo iz 1 mL vzorca 
pridobili pribliţno 150 µL proteina, ki smo ga porabili za zaščito plazmidne DNK pRH3. 
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4 REZULTATI 
4.1 ELEKTROTRANSFORMACIJA SEVA P. bryantii TC1-1 – POZITIVNA 
KONTROLA METODE 
 
S transformacijo smo namnoţili plazmid pRH3 in preverili produkt z gelsko elektroforezo 
kot je opisano v poglavjih 3.2.2 in 3.2.3. Na sliki 4, v vrstici 3 vidimo necepljen plazmid v 
kroţni  obliki (8,7 kbp), v vrstici 1 pa linearizirano obliko plazmida. Vrstica 2 prikazuje 
dve lisi (7 kbp in 2 kbp), ker ima plazmid dve mesti, kjer encim EcoRI cepi plazmid. Pri 







Slika 4: Gelska elektroforeza izoliranega prenosljivega vektorja pRH3  
Legenda: L – lestvica GeneRuler 1 kb DNK; 1- pRH3+PstI; 2- pRH3+EcoRI; 3- pRH3 
 
Plazmidno DNK smo zaščitili pred specifičnimi endonukleazami kot je opisano v poglavju 
3.2.5 in 3.2.6 ter kvaliteto zaščite preverili z gelsko elektroforezo. Na sliki 5 v vrstici 1 in 2 
vidimo nezaščiten plazmid, v vrstici 3 in 4 pa zaščiteno DNK. Pri primerjavi 2. in 4. 
vrstice, kjer smo dodali encim Bsp143I (izoshizomer Sau3AI), vidimo, da encim zaščitene 
DNK ni cepil (kroţna oblika plazmida). Kot kontrola je v 5. vrstici nezaščitena DNK 
bakteriofaga lambda (λ), ki jo je encim cepil. 
 
 
Slika 5: Gelska elektroforeza kvalitete zaščite plazmida  
Legenda: L – lestvica GeneRuler 1 kb DNK; 1- nezašč. pRH3; 2- nezašč.pRH3 + Bsp143I; 3- zašč. pRH3; 4- 















               7 kbp      2 kbp 
         
        8,7 kbp 
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Pri pripravi elektrokompetentnih celic smo se drţali protokola opisanega v poglavju 3.2.8. 
Elektroporacija je potekala kot je opisano v poglavju 3.2.9, pri napetosti 2,49 kV, čas pulza 
5,4 ms, upornost vzorca-celic je znašala 8 kΩ. Optična gostota OD640 se je po 4h zniţala od 
0,66 do 0,54, nato smo kulturo 10x redčili v tekoče gojišče M2+Tc. Naslednji dan smo z 
nadaljnim merjenjem ugotovili, da je optična gostota OD640 začela naraščati, zato smo 
ponovno 100x redčili v sveţe gojišče M2+Tc. Naslednji dan smo iz 1 mL kulture teh dveh 
kultur izolirali plazmidno DNK in produkt preverili z gelsko elektroforezo. Na sliki 6 
vidmo izolirano DNK iz obeh selekcijskih gojišč. Pri cepitvi z encimom EcoRI dobimo dva 
kosa, ki sta na enaki poziciji kot na sliki 4 v 2. vrstici; torej vemo, da gre za plazmid pRH3. 
 
 
Slika 6: Gelska elektroforeza uspešno elekrotransformirane DNK pRH3 
Legenda: L – lestvica GeneRuler 1 kb DNK ; 1- plazmid pRH3-100x; 2- plazmid pRH3-10x 
 
4.2 ELEKTROTRANSFORMACIJA IZBRANIH SEVOV 
 
Protokol za elektrotransformacijo seva TC1-1 smo uporabili še pri nekaterih drugih sevih 
iz rodu Prevotella in sicer pri P. bryantii TF1-3, P. brevis FC2, P. brevis GA33 in P. 
albensis M384. Za vsak posamezen sev smo pripravili celični ekstrakt, kot je opisano v 
poglavju 3.2.5 in pri tem prilagodili količino izhodne kulture, čas centrifugiranja, 
ponavljanje spiranja in končno količino pufra za lizo v katerem smo resuspendirali pelet. 
Pri pripravi elektrokompetentnih celic smo se drţali protokola opisanega v poglavju 3.2.8, 
pri tem smo prilagodili količino izhodne kulture in čas centrifugiranja, za vsak sev. 
Elektroporacija je potekala kot je opisano v poglavju 3.2.9. 
 
 Sev P. bryantii TF1-3 4.2.1
 
V prvem poskusu smo celični ekstrakt pripravili iz 10 mL kulture, dvakrat opravili spiranje 
s pufrom za lizo in na koncu pelet resuspendirali v 220 µL pufra za lizo. V drugem 
poskusu smo ekstrakt pripravili iz 20 mL kulture, spiranje opravili trikrat in dodali 300 µL 
pufra za lizo. Elektrokompetentne celice smo pripravili kot je opisano v poglavju 3.2.8. 
Elektrotransformacija ni uspela v nobenem od dveh poskusov. V 1. poskusu je 
elektroporacija potekala pri napetosti 3 kV, čas pulza 5,10 ms. Upornost vzorca je bila zelo 
visoka in sicer 16 kΩ. Optična gostota OD640 je po 4h padla iz 1,14 do 0,86, nato smo 
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optične gostote OD640 ugotovili, da OD640 obeh vzorcev pada in iz tega zaključili, da 
elektroporacija ni uspela. V 2. ponovitvi je elektroporacija potekala pri napetosti 2,99 kV 
in s časom trajanja pulza 5 ms. Optična gostota OD640 je po 4h padla iz 1,28 do 0,99, nato 
smo naredili 10x in 5x redčitev v sveţe gojišče M2+Tc. Ker OD640 po treh dneh ni narasla 
smo zaključili, da elektroporacija tudi v drugem poskusu ni uspela. Slika 7 prikazuje 
gelsko elektroforezo rezultatov testa DNAzne aktivnosti supernatanta in celičnega 
ekstrakta (poglavje 3.2.7). Večja kot je aktivnost, bolj bo DNK fragmentirana. V primeru, 
da je aktivnost zelo visoka, posameznih fragmentov na gelu ne vidimo. V 1. vrstici je 
aktivnost supernatanta uspešno cepila DNK, medtem ko v 3. vrstici skuhan supernatant ni 
cepil DNK. V vrstici 4 in 5 vidimo, da je DNK polnoma fragmentirana in da je v ekstraktu 
še nespecifična DNAzna aktivnost, ki je morala biti inhibirana z EDTA med inkubacijo. 
 
 
Slika 7: Test aktivnosti supernatanta in celičnega ekstrakta seva TF1-3  
Legenda: L-lestvica; 1- λ+supernatant; 2- λ+dH2O; 3- λ+kuhan supernatant; 4- 5x redč. ekst.+ zašč.pRH3 s 
TF1-3; 5- 50x redč. ekst.+ zašč.pRH3 z TF1-3; 6- λ+5µL ekstrakta; 7- λ+2µL ekstrakta 
 
 Sev P. brevis FC2 4.2.2
 
V prvem poskusu smo celični ekstrakt pripravili iz 20 mL kulture in celice dvakrat spirali s 
pufrom za lizo. Čas centrifugiranja med spiranji smo podaljšali na 18 minut in na koncu 
smo dodali 300 µL pufra za lizo. V drugem poskusu smo spiranje opravili trikrat in na 
koncu dodali 200 µL pufra za lizo. Elektrokompetentne celice smo pripravili iz 120 mL 
kulture in vmesno centrifugiranje podaljšali na 18 minut. Pri pripravi celic, smo po 
zadnjem centrifugiranju, previdno odlili supernatant, nato pa odpipetirali gosto zmes nad 
peletom - “sluz” (polisaharid) in še enkrat centrifugirali 20 minut. Elektrotransformacija ni 
uspela v nobenem od dveh poskusov. V 1. poskusu je elektroporacija potekala pri napetosti 
3 kV, čas pulza 5,20 ms. Upornost vzorca je bila zelo visoka in sicer 25 kΩ. Optična 
gostota OD640 se je po 5,5 h zniţala iz 0,33 do 0,16. Kljub temu smo v gojišče dodali 
tetraciklin, do končne koncentracije 3 µg/mL. Naslednji dan smo z nadaljnim merjenjem 
OD640 ugotovili, da optična gostota ni narasla in iz tega zaključili, da elektroporacija ni 
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ms. Optična gostota OD640 je po 6 h padla iz 0,74 do 0,40, nato smo naredili 10x redčitev v 
sveţe gojišče M2+Tc. Ker optična gostota OD640 po treh dneh ni narasla smo zaključili, da 
elektroporacija tudi v drugem poskusu ni uspela. Slika 8 prikazuje gelsko elektroforezo 
rezultatov testa aktivnosti supernatanta in celičnega ekstrakta, ki smo ga naredili kot je 
opisano v poglavju 3.2.7. V vrstici 4 in 5 je zaščitena DNK skoraj popolnoma 
fragmentirana in glede na vrstico 9 lahko sklepamo, da je zaščita s celičnim ekstraktom 
zelo slaba.  
 
 
Slika 8: Test aktivnosti supernatanta in celičnega ekstrakta seva FC2 
Legenda: L-lestvica; 1- λ+supernatant; 2- λ+dH2O; 3- λ+kuhan supernatant; 4- 5x redč. ekstr.+zašč.pRH3; 5- 
50x redč. ekst.+zašč.pRH3; 6- λ+5µL ekstrakta; 7- λ+2µL ekstrakta; 8- DNK λ; 9- zašč.pRH3 z FC2 
 
 Sev P. brevis GA33 4.2.3
 
V prvem poskusu smo celični ekstrakt pripravili iz 20 mL kulture in trikrat spirali s pufrom 
za lizo ter na koncu dodali 300 µL pufra za lizo. V drugem poskusu smo spiranje opravili 
trikrat in na koncu dodali 200 µL pufra za lizo. Centrifugiranje smo podaljšali na 18 minut. 
Elektrokompetentne celic smo pripravili iz 120 mL kulture, čas centrifugiranja pa smo 
postopno zmanjšali s 15 minut, na 10 minut in nazadnje le 5 minut. Elektrotransformacija 
ni uspela v nobenem od dveh poskusov. V 1. poskusu je prišlo do kratkega stika, kar je 
ubilo celice. Kljub temu smo spremljali optično gostoto OD640, ki se je zniţala z 1,03 do 
0,69. V 2. ponovitvi je elektroporacija potekala pri napetosti 3 kV in s časom pulza 5,10 
ms. Optična gostota se je po 7h zniţala z 0,71 do 0,35. Uspešnost elektroporacije smo 
preverili z 10x redčitvijo v sveţe gojišče M2+Tc in ker OD640 po treh dneh ni narasla, smo 
zaključili, da elektroporacija tudi v drugo ni uspela. Test ţivosti celic po elektroporaciji 
smo napravili s 100x redčitvijo v tekoče gojišče M2, brez tetraciklina. Optična gostota 
OD640 je preko noči narasla do 1,43, kar pomeni, da so celice preţivele elektroporacijo, 
vendar ne vsebujejo plazmida. Slika 9 prikazuje gelsko elektroforezo rezultatov testa 
aktivnosti supernatanta in celičnega ekstrakta. V vrstici 4 in 5 vidimo da je prisotna 
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Slika 9: Test aktivnosti supernatanta in celičnega ekstrakta seva GA33 
Legenda: L-lestvica; 1- λ+supernatant; 2- λ+dH2O; 3- λ+kuhan supernatant; 4- 5x redč. ekstr.+zašč.pRH3; 5- 
50x redč. ekst.+zašč.pRH3; 6- λ+5µL ekstrakta; 7- λ+2µL ekstrakta; 8- DNK zašč.pRH3 z GA33 
 
 Sev P. albensis M384 4.2.4
 
Za ta sev nismo izvedli elektrotransformacije. Preverili smo le naravno odpornost proti 
antibiotiku tetraciklinu (poglavje 3.2.4) in spremljali rast oz. dinamiko naraščanja optične 
gostote OD640. Nobeden od uporabljenih sevov rodu Prevotella ni naravno odporen proti 
tetraciklinu. Sev M384 smo iz vbodnika precepili v tekoče gojišče M2 in inkubirali preko 
noči, pri 37 °C. Naslednji dan je optična gostota OD640 narasla do 0,35. Kulturo smo 50x 
redčili v sveţe, tekoče gojišče M2 in v naslednjih šestih urah, se je OD640 povišala od 0,00 
do 0,18. V neredčeni kulturi, se je v enakem časovnem intervalu, OD640 povišala od 0,35 
do 0,65. 
 
4.3 SEV P. bryantii TC1-1 
 
Da bi zvišali učinkovitost elektrotransformacije seva TC1-1 in s tem omogočili še druge 
tehnike genske manipulacije poleg vnosa in izraţanja genov, smo ţeleli ugotoviti 
optimalne pogoje pri pripravi celičnega ekstrakta (čas inkubacije DNK v celičnem 
ekstraktu in količina DNK) ter pogoje elektroporacije (moč pulza). Delo je potekalo v 
anaerobni komori, kjer smo lahko sev gojili na trdnem M2 gojišču (poglavje 3.2.10). 
 
 Čas inkubacije  DNK pRH3 v celičnem ekstraktu seva 4.3.1
 
Eksperiment smo izvedli trikrat. V prvem poskusu smo pomotoma pripravili tri ločene 
celične ekstrakte, kot je opisano v poglavju 3.2.5. Pripravili smo tri mešanice za zaščito po 
150 µL, ki smo jih inkubirali 1 h, 5 h in preko noči (~ 14 h). Mešanice smo očistili in 
preverili učinkovitost zaščite z gelsko elektroforezo kot je opisano v poglavju 3.2.6. Za 
zmanjšanje napake smo v drugem poskusu pripravili enoten celični ekstrakt iz 30 mL 
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ločene reakcijske mešanice po 150 µL, ki smo jih inkubirali 2,5 h, 6 h in preko noči (~16 
h). Pri primerjavi elektroforeznih gelov iz obeh poskusov (Priloga B) smo opazili, da je 
zaščita boljša v drugem eksperimentu, zato smo še tretjič ponovili eksperiment. Celični 
ekstrakt smo pripravili iz 60 mL kulture. Po spiranju smo dodali 400 µL pufra za lizo, čas 
inkubacije DNK v celičnem ekstraktu pa je bil enak kot pri drugem poskusu. Slika 10 
prikazuje kvaliteto zaščite plazmidne DNK iz tretjega poskusa. Ugotovili smo, da čas 
trajanja inkubacije v celičnem ekstraktu vpliva na moč zaščite DNK pRH3. Pri primerjavi 
vrstic 2, 4 in 6 je zaščitena DNK najmanj fragmentirana pri najdaljšem času inkubacije, 
vendar taka DNK ni primerna za elektrotransformacijo, ker je še vedno preslabo zaščitena. 
Najslabša je zaščita po 2,5 h inkubaciji DNK v celičnem ekstraktu.    
 
 
Slika 10: Kvaliteta zaščite v odvisnosti od časa inkubacije DNK pRH3 v celičnem ekstraktu 
Legenda: L- lestvica; 1- 2,5h; 2- 2,5h+Bsp143I; 3- 6h; 4- 6h+Bsp143I; 5- 16h; 6- 16h+Bsp143I; 7- nezašč. 
pRH3; 8- nezašč. pRH3+Bsp143I. 
 
 Količina zaščitene DNK za uspešno elektrotransformacijo 4.3.2
 
V vseh štirih poskusih smo celični ekstrakt pripravili kot je opisano v poglavju 3.2.5, iz 60 
mL kulture, ko je optična gostota OD640 narasla do 1,00. Po spiranju smo dodali 400 µL 
pufra za lizo. Vsakič smo pripravili tri reakcijske mešanice kot je opisano v poglavju 3.2.6, 
in pri tem uporabili 50 µL, 30 µL ali 15 µL DNK pRH3 (150,6 ng/µL). Razliko v 
volumnih smo dopolnili z miliQ H2O. Po končani zaščiti in čiščenju smo ugotovili količino 
pridobljene DNK, ki smo jo potem uporabili pri elektroporaciji (Preglednica 7).  
Elektrokompetentne celice smo pripravili kot je opisano v poglavju 3.2.8. Prvič nam 
eksperiment ni uspel, verjetno zato ker zaščita ni bila uspešna. Za nadaljne eksperimente 
smo prilagodili protokol in naredili kontrolo “moj plazmid” (še enkrat smo 
elektrotransformirali plazmidno DNK pRH3 iz predhodno uspešno transformiranega seva) 
in pri elektroporaciji smo zmanjšali čas pulza iz 5,2 ms na 3,70 ms. Prav tako smo pred 
prenosom elektroporacijske mešanice v komoro, gojišče M2 centrifugirali 10 minut, 3000 
g. Previdno smo prenesli 8 mL gojišča ven iz epruvete (5x gostimo gojišče) ter z neţnim 
mešanjem resuspendirali pelet v preostalih 2 mL gojišča. V anaerobni komori smo naredili 
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M2+Tc smo nanesli 200 µL zgoščene  kulture in razmazali. V ostanek zgoščene kulture 
smo dodali 4 mL tekočega M2+Tc gojišča z dodanim tetraciklinom do končne 
koncentracije 2,5 µg/mL (5x redčimo). Pri teh tekočih gojiščih M2+Tc, po elektroporaciji, 
smo spremljali optično gostoto OD640 naslednji dan. 
 
Drugič je elektroporacija uspela pri vzorcih 50 µL in 30 µL DNK, saj so kolonije zrasle na 
ploščah in v tekočem gojišču. Tretjič elektrotransformacija ni uspela, saj rasti nismo 
opazili ne na ploščah in ne v tekočih gojiščih. Pri tem poskusu smo naredili kontrolo 
“kontrola rasti” (učinkovitost priprave elektrokompetentnih celic), kjer elektrokompetentne 
celice nismo izpostavili električnemu pulzu in spremljali rast na trdnem gojišču M2 brez 
dodanega tetraciklina. V četrtem poskusu so kolonije zrasle na ploščah in v tekočih 
gojiščih pri vorcih 30 µL in 15 µL DNK. Pri vzorcu 50 µL DNK kolonije na pločah niso 
zrasle, v tekočem gojišču pa je optična gostota OD640 narasla, zato smo uspešnost 
elektroporacije dokazali z izolacijo plazmidne DNK iz vseh treh tekočih gojišč M2+Tc in 
naredili cepitev z encimom EcoRI. Slika 11 prikazuje elektroforezni gel po izolaciji 
plazmida, iz uspešne elektrotransformacije pri 2. poskusu. Rezultat je primerljiv s sliko 6. 
Restrikcijski encim EcoRI je uspešno cepil oba vzorca.  
 
 
Slika 11: Izolacija plazmidne DNK pRH3 iz elektrotransformiranega seva TC1-1 
Legenda: L-lestvica; 1 – 30 µL DNK; 2 – 30 µL DNK+EcoRI; 3 – 50 µL DNK in 4 – 50 µL DNK+EcoRI 
 
Preglednica 6 prikazuje rezultate števila viabilnih celic po elektroporaciji v 
elektroporacijski mešanici.  
 
Preglednica 6: Število cfu/mL v vseh štirih poskusih 
Količina DNK 1. poskus [cfu/mL] 2. poskus [cfu/mL] 3. poskus [cfu/mL] 4. poskus [cfu/mL] 
50 µL DNK -Tc 1,6x10^7  4,1x10^7 3,3x10^8 4,4x10^8 
30 µL DNK -Tc 6,0x10^6 1,2x10^8 1,0x10^8 4,3x10^8 
15 µL DNK -Tc 2,8x10^7 1,1x10^8 4,0x10^7 7,0x10^8 
50 µL + Tc 0 1,7 0 0 
30 µL + Tc 0 10 0 9 
15 µL + Tc 0 0 0 3,7 
a
Moj plazmid+Tc / 30 / 0 
b
Kont. rasti – Tc  / / 3,8 x10^7 1,9x10^8 
a – Pri elektroporaciji smo uporabili DNK pRH3 iz predhodno uspešno transformiranega seva 
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Število celic se v 2., 3. in 4. poskusu giblje med 10^7 in 10^8 celic v kulturi. Pričakovali 
smo, da bo v vzorcu “kontrola rasti” število celic večje, saj teh celic nismo 
elektrotransformirali. Preglednica 7 prikazuje učinkovitost in frekvenco transformacije v 
dveh uspešnih poskusih, ki sta zelo nizki. Učinkovitost elektrotransformacije je število 
transformant cfu, ki zrastejo po elektroporaciji 1 µg plazmidne DNK. V oklepaju so 
podane koncentracije uporabljene plazmidne DNK pRH3 pri elektroporaciji. Frekvenca je 
bila preračunana na gostoto ţivih celic v elektroporacijski mešanici. 
 
Preglednica 7: Učinkovitost in frekvenca transformacije v 2. in 4. poskusu 




 2. poskus 4. poskus 2. poskus 4. poskus 
50 µL DNK 2,3x10^2 (90 ng/µL DNK) 0 (40 ng/µL DNK) 4,1x10^-8 0 
30 µL DNK 2,4x10^3 (52 ng/µL DNK) 3,3x10^3 (34 ng/µL DNK) 8,3x10^-8 2,0x10^-8 
15 µL DNK 0 (30 ng/µL DNK) 2,7x10^3 (17 ng/µL DNK) 0 5,0x10^-9 
 
Preglednica 8 prikazuje dejanske mase uporabljene plazmidne DNK pri elektroporaciji, pri 
vseh štirih poskusih. Z metodo po Bradfordu smo ocenili, da je bilo v pripravljenjem 
celičnem ekstraktu, v 2. poskusu 1,8 mg/mL proteinov, v 4. poskusu pa 3,5 mg/mL. 
 
Preglednica 8: Količina uporabljene DNK [µg] pri elektroporaciji 
 1.poskus [µg] 2.poskus [µg] 3.poskus [µg] 4.poskus [µg] 
50 µL 0,7 1,8 0,4 0,8 
30 µL 0,46 1,04 0,25 0,68 
15 µL 0,26 0,6 0,1 0,34 
 
 Moč pulza pri elektroporaciji 4.3.3
 
Uspešnost elektroporacije smo preverili pri različnih močeh pulza in sicer: 3 kV, 2,25 kV 
in 1,5 kV. Pulz je trajal 3,70 ms. Pri vseh štirih poskusih smo izvedli tudi kontrolo 
“kontrola elektroporacije” pri pogojih: 2,5 kV in 3,70 ms, kjer smo namesto zaščitene 
plazmidne DNK uporabili elucijski pufer. S tem smo preverjali postopek elektroporacije.  
Poskus nam je uspel samo enkrat. V vseh štirih poskusih smo celični ekstrakt za zaščito 
DNK pripravili iz 60 mL celične kulture. V prvem poskusu smo elektroporacijo izvajali pri 
2,5 kV, 2 kV in 1,5 kV. Pripravili smo tri ločene reakcijske mešanice, kar ni primerno 
zaradi uvedbe dodatnega šuma v rezultate. Elektrotransformacija ni uspela ne v tekočem 
gojišču M2+Tc in ne na ploščah M2+Tc. V nadaljnih treh poskusih smo pripravili enotno 
reakcijsko mešanico, ki je vsebovala: 90 µL DNK (87,5 ng/µL), 60 µL miliQ H2O, 24 µL 
trisCl-7,5 (50 mM), 19,2 µL EDTA (20 mM), 300 µL ekstrakta in 6 µL SAM (0,3 mM). 
Razmerje DNK v mešanici smo določili na podlagi prejšnega eksperimenta ugotovljanja 
optimalne količine DNK, saj je pri teh pogojih, elektroporacija dvakrat uspela. V drugem 
poskusu je elektroporacija uspela na plošči pri vzorcu 2,25 kV. Naslednji dan smo pomerili 
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optično gostoto OD640 in kulturo 20x redčili v tekoče M2+Tc gojišče. Plazmid smo 
izolirali iz kulture in vzorec analizirali na gelski elektroforezi. V tretjem in četrtem 
poskusu elektrotransformacija ni uspela. V četrtem poskusu smo imeli pri vzorcu 3 kV na 
eni plošči M2 okuţbo, prav tako nam je med centrifugiranjem počila Hungate epruveta 
zato kulture nismo zgoščevali. Preglednica 9 prikazuje število celic v tekočem gojišču M2 
po elektroporaciji. Uspešnost transformacije v 2. poskusu znaša 1,5x10^3 
transformant/µgDNK; frekvenca transformacije pa 2,5x10^-8 transformant/mL, kar je 
primerljivo z rezultati v preglednici 7. V tem uspešnem poskusu, smo pri elektroporaciji 
dejansko uporabili 40,4 ng/µL zaščitene plazmidne DNK. Z metodo po Bradfordu smo 
ocenili, da je bilo v pripravljenjem celičnem ekstraktu, v 2. poskusu 2,28 mg/mL 
proteinov. 
 
Preglednica 9: Število cfu/mL v vseh štirih eksperimentih 
Moč pulza  1.poskus [cfu/mL] 2. poskus [cfu/mL] 3. poskus [cfu/mL] 4. poskus [cfu/mL] 
3 kV – Tc   1,3x10^7 2,4x10^8 3,5x10^7 4,6x10^6 
2,25 kV – Tc 1,7x10^7 2x10^8 2,4x10^8 3,3x10^7 
1,5 kV – Tc  3,1x10^7 2,1x10^8 4,3x10^7 3,8x10^7 
3 kV + Tc 0 0 0 0 
2,25 kV + Tc 0 5 0 0 
1,5 kV + Tc 0 0 0 0 
a
Moj plazmid+Tc 15 13 5 5 
b
Kont. Rasti – Tc  6,9x10^7 5,1x10^8 3,6x10^7 3,2x10^7 
c
Kont. elektr.– Tc  2x10^7 6,9x10^7 1,3x10^8 1,1x10^8 
a – Pri elektroporaciji smo uporabili DNK pRH3 iz predhodno uspešno transformiranega seva 
b – Pri elektroporaciji elektrokompetentnih celic nismo izpostavili električnemu pulzu 
c – Pri elektropraciji smo namesto zaščitene DNK pRH3 uporabili elucijski pufer 
 
4.4 ELEKTROTRANSFORMACIJA SEVA TC1-1 S PLAZMIDOM pRH3met 
 
Ker je pri predhodnjih poskusih vse kazalo na to, da je glavni omejujoči dejavnik aktivnost 
metilaze seva TC1-1 PbrTI, smo gen zanjo poskusili vstaviti v vektor pRH3 in ga izraţati. 
Tako bi lahko pridobili celične ekstrakte z znatno višjo aktivnostjo in bi tako pripravili 
veliko bolje zaščiteno plazmidno DNK. 
 
 Priprava konstrukta pRH3met 4.4.1
 
Insert smo pripravili, kot je opisano v poglavju 3.2.12.2. Ligacija je uspela potem, ko smo 
uspešno pripravili vektor. V predhodnjih poskusih je bilo iz agarozne gelske elektroforeze 
razvidno, da smo uspešno cepili vektor z restrikcijskim encimom XbaI, vendar so bile 
kljub temu, v treh poskusih ligacije in transformacije, plošče LB+Amp prazne. Ko smo 
ponovno namnoţili DNK pRH3 in prilagodili protokol kot je opisano v poglavju 3.2.12.1, 
je ligacija uspela. Po ligaciji in transformaciji je na dveh ploščah LB+Amp pri ligacijski 
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mešanici zraslo 35 in 26 kolonij, na eni plošči LB+Amp pri kontroli vektorja pa 9 kolonij. 
Od 50 preverjenih klonov je imelo 30 klonov uspešno vstavljen insert gena za metilazo. 
Pravilno orientacijo pa je imel samo 1 klon. Gen za metilazo smo postavili v 
transkripcijsko fuzijo z genom za odpornost proti tetraciklinu (tetQ), zato smo 
preliminarno preverili insert z dvojno restrikcijo, z encimoma EcoRI in PstI. Na sliki 12 v 
vrstici 3 vidimo tri fragmente v velikosti 6,6 kbp, 2,5 kbp in 1,05 kbp. Celoten proces 
ligacije in transformacije smo še enkrat ponovili, ker smo poskušali najti še kakšen klon s 
pravilno orientacijo. Od 10 preverjenih klonov jih je imelo 5 uspešno vstavljen insert, ki pa 




Slika 12: Cepitev DNK pRH3met z EcoRI in PstI izolirano iz različnih kolonij 
Legenda: L- lestvica; (1-5): pRH3 z uspešno kloniranim konstruktom; 3- pRH3 s pravilno orientacijo inserta. 
 
S sekvenciranjem, ki ga je opravilo podjetje Microsynth (Švica), smo potrdili insert in ţal 
odkrili eno mtacijo. Dobljene rezultate sekvenciranja smo analizirali s programom MEGA 
6.0 (Tamura in sod., 2013). S programom NCBI CD-search smo ugotovili, da se mutacija 
(aminokislino glicin na 393. mestu je zamenjala AK aspartat) nahaja v domeni metilaze. 
Konstrukt pRH3met smo namnoţili s transformacijo kot je opisano v poglavju 3.2.2 (slika 
13) in ga zaščitili s celičnim ekstraktom seva P. bryantii TC1-1, kot je opisano v poglavju 
3.2.5. Slika 14 prikazuje kvaliteto in vitro zaščitene DNK pRH3met s celičnim ekstraktom 




Slika 13: Izolacija plazmida pRH3met  
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Slika 14: Agarozna gelska elektroforeza uspešnosti zaščite DNK pRH3met 
Legenda: L- lestvica; 1- nezaščitena pRH3met; 2- nezaščitena pRH3met+Bsp143I; 3- zaščitena pRH3met in 
4- zaščitena pRH3met+Bsp143I. 
 
 Elektroporacija plazmida pRH3met v sev TC1-1 4.4.2
 
Celični ekstrakt smo pripravili iz 20 mL kulture, celice smo dvakrat spirali s pufrom za lizo 
in na koncu dodali 200 µL pufra za lizo. Pri elektrotransformaciji smo elektroporacijsko 
mešanico inkubirali v vodni kopeli in kot kontrolo smo ponovno elektroporirali izolirano 
DNK pRH3 iz predhodno uspešno elektrotransformiranega seva TC1-1. Uspešnost 
elektroporacije plazmida pRH3met smo dokazali z gelsko elektroforezo. Na sliki 15, v 
stolpcih 5, 6 in 7 je izoliran plazmid pRH3met po uspešni elektrotransformaciji in so 
fragmenti enako veliki kot pri stolpcih 8, 9 in 10, kjer smo kot kontrolo preverili nezaščiten 
plazmid pRH3met. Dolţina gena za metilazo PbrTI je 1734 bp. V stolpcu 1 in 2 je izoliran 
plazmid pRH3 iz ponovno uspešne elektrotransformacije (kontrola). Z metodo po 




Slika 15: Izolacija plazmidov pRH3 in pRH3met iz uspešno elektrotransformiranega seva TC1-1 
Legenda: L- lestvica; 1- elekt.pRH3+EcoRI; 2- elekt.pRH3; 3- nezašč.pRH3+EcoRI; 4- nezašč.pRH3; 5- 
elekt.pRH3met+PstI+EcoRI; 6- elekt.pRH3met+XbaI; 7- elekt.pRH3met; 8- pRH3met+PstI+EcoRI; 9- 







L   1    2     3    4    L   5    6    7    8    9   10  L 
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4.5 ZAŠČITA DNK pRH3 S CELIČNIM EKSTRAKTOM P. bryantii TC1-1pRH3met 
 
Primerjali smo učinkovitost zaščite plazmida pRH3 z dvema celičnima ekstraktoma, ki 
smo ju pripravili iz predhodno uspešno elektrotransformirane kulture P. bryantii TC1-
1pRH3 in P. bryantii TC1-1pRH3met. Ţeleli smo ugotoviti ali je zaščita boljša v ekstraktu, 
ki vsebuje uspešno vstavljen gen za metilazo. Ugotovili smo, da je zaščita neuspešna, kar 
je razvidno iz gelske elektroforeze na sliki 16. Zaščita je boljša pri ekstraktu iz kulture P. 
bryantii TC1-1pRH3. Celična ekstrakta smo pripravili kot je opisano v poglavju 3.2.5, iz 
20 mL kulture in po spiranju smo dodali 200 µL pufra za lizo. Za vsak ekstrakt smo 
pripravili tri reakcijske mešanice, ki so vsebovale po 20 µL DNK, 33,3 µL ekstrakta, 2,7 
µL trisCl-7,5, in 1 µL SAM. V reakcijah smo uporabili neredčen, dvakrat in štirikrat v 
dH2O redčen celični ekstrakt. Pri primerjavi stolpcev 1-6 in 9-14 na sliki 16 vidimo, da je 
učinkovitost zaščite s celičnim ekstraktom TC1-1pRH3 boljša kot s TC1-1pRH3met, saj 
encim Bsp143I ni cepil zaščitene DNK. Z metodo po Bradfordu smo ocenili, da je bilo v 
pripravljenjem celičnem ekstraktu seva TC1-1pRH3 2,64 mg/mL proteinov, pri sevu TC1-
1pRH3met pa 2,62 mg/mL. 
 
 
Slika 16: Primerjava zaščite plazmida z ekstraktoma TC1-1pRH3 in TC1-1pRH3met  
Legenda: L-lestvica; (1-6): zašč.DNK s TC1-1pRH3; 7- DNKpRH3; 8- DNKpRH3+Bsp143I; (9-14): 
zašč.DNK s TC1-1pRH3met; (1,2,9,10)-neredč.ekstrakt; (3,4,11,12)-2x redč.ekstrakt; (5,6,13,14)-4x 
redč.ekstrakt; (2,4,6,8,10,12,14)-vzorec+rest.encim Bsp143I 
 
 Detekcija proteina z SDS-PAGE in prenos proteinov po Westernu 4.5.1
 
Ker smo ţeleli preveriti kdaj sev TC1-1pRH3met sintetizira največ metilaze, samo naredili 
SDS-PAGE in prenos proteinov po Westernu. Molekulska masa sintetiziranega proteina 
gena za metilazo PbrTI je ~65 kD. Na poliakrilamidnem gelu na sliki 17 nismo opazili 
razlike med obema celičnima ekstraktoma. Za vzorce, za SDS-PAGE, smo vzeli 0,5 mL 
vsake kulture ob začetku priprave obeh celičnih ekstraktov (OD640=0,7).  
L   1   2    3   4   5   6   7   8   9  10  11 12  13 14   L 
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Slika 17: Pobarvan poliakrilamidni gel 
Legenda: L-lestvica; 1- celični ekstrakt TC1-1pRH3; 2- celični ekstrakt TC1-1pRH3met 
 
Prenos po Westernu Western blot in imunodetekcijo smo izvedli kot je opisano v poglavju 
3.2.14. Primerjali smo oba celična ekstrakta, da bi ugotovili, kdaj sev proizvede največ 
proteina, ki bi ga lahko izolirali in očistili ter uporabili namesto celičnega ekstrakta v 
nadaljnih raziskavah. Vzeli smo dva vzorca, po 500 µL celične kulture, v treh različnih 
časovnih točkah rasti (drugi vzorec smo analizirali z metodo po Bradfordu) in sicer: vzorec 
1. OD640 0,7 (~ 3h rasti, oz. ob začetku priprave celičnega ekstrakta); vzorec 2. OD640 1,6 
(~ 8h rasti) in vzorec 3. OD640 1,8 (~ 24h rasti). Vzorce smo centrifugirali 5 min, 10 000 g 
in odpipetirali supernatant ter zamrznili pelete pri – 20 °C. Na sliki 18 je sestavljena slika 
kemiluminscence in navadne slike PVDF membrane, iz katere smo ugotovili, da se je 6,6x 
več proteina izrazilo v stacionarni fazi rasti (°3), kot pa v trenutku, ko smo iz kulture TC1-
1pRH3met začeli pripravljati celični ekstrakt (°1). V celičnem ekstraktu TC1-1pRH3 (*1-
*3) proteina nismo zaznali. 
 
 
Slika 18: Sestavljena slika iz slike kemiluminiscence in navadne slike PVDF membrane 
Legenda: L- lestvica; (*1-*3)- celični ekstrakt TC1-1 pRH3; (°1-°3)- celični ekstrakt TC1-1 pRH3met; 
 (*°1)- OD640 0,7  (~3 h rasti); (*°2)- OD640 1,6 (~ 8h rasti); (*°3)- OD640 1,8 (~ 24h rasti) 
 *1      *2      *3      °1       °2       °3        L 
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Z metodo po Bradfordu smo ocenili, da je bilo v pripravljenjem celičnem ekstraktu seva 
TC1-1pRH3met v vzorcu 1 (°1) 0,14 mg/mL, v vzorcu 2 (°2) 0,79 mg/mL in v vzorcu 3 
(°3) 0,39 mg/mL proteinov. Vsakemu vzorcu smo dodali 200 µL pufra za lizo in 
suspendirani pelet prenesli v kriovialo z 0,250 g cirkonijevih kroglic s premerom 0,5 mm. 
Vzorce smo stresali na homogenizatorju, dvakrat, 10 sekund, pri 4000 nihajih na minuto, z 
vmesnimi inkubiranjem na ledu za 2 minuti. Ponovno smo centrifugirali 12000 g, 12 minut 
in analizirali vzorce kot je opisano v poglavju 3.2.12. 
 
 Primerjava zaščite DNK s celičnim ekstraktom pripravljenim v stacionarni 4.5.2
fazi rasti sevov TC1-1pRH3 in TC1-1pRH3met  
 
Še enkrat smo ponovili eksperiment za zaščito plazmidne DNK pRH3 s celičnima 
ekstraktoma sevov TC1-1pRH3 in TC1-1pRH3met, kot je opisano v poglavju 4.5, vendar 
smo celični ekstrakt pripravili iz kulture v stacionarni fazi rasti (po 24 urah rasti). Izvedli 
smo agarozno gelsko elektroforezo in ugotovili, da zaščita plazmidne DNK s celičnima 
ekstraktoma ni bila uspešna (Priloga C). Encim Bsp143I je cepil vse vzorce zaščitene in 
nezaščitene DNK. 
 
 Izolacija, čiščenje in koncentriranje proteina Met PbrTI 4.5.3
 
Celice proizvedejo največ proteina v stacionarni fazi rasti, zato smo poskušali protein Met 
PbrTI izolirati in očistiti ter ga uporabiti namesto celičnega ekstrakta. V prvem poskusu 
smo protein izolirali iz 90 mL kulture TC1-1pRH3met in ga očistili kot je opisano v 
poglavju 3.2.15., ter preverili vse frakcije na SDS-PAGE gelu (Priloga D). Predpostavili 
smo, da je celica sintetizirala največ proteina v frakcijah EB1, EB2 in EB3, zato smo 
protein skoncentrirali in preverili kako učinkovito zaščiti DNK pRH3, z gelsko 
elektroforezo. Zaščita DNK pRH3 s proteinom Met ni bila uspešna (Priloga D). V drugem 
poskusu smo protein izolirali iz 60 mL kulture in ga očistili kot je opisano v poglavju 
3.2.15. Na sliki 19 vidimo SDS-PAGE gel, kjer smo preverili vse frakcije, pripravljen 
celični ekstrakt in izoliran protein Met iz prvega poskusa. 
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Slika 19: SDS-PAGE posameznih frakcij 
Legenda: L-lestvica; 1- frakcijaFT1; 2- frakcijaWB1; 3- frakcijaWB2; 4- frakcijaEB1; 5- frakcijaEB2; 6- 
frakcijaEB3; 7- frakcijaEB4; 8- cel.ekstrakt TC1-1pRH3met; 9- izoliran protein Met iz prvega poskusa. 
 
Še enkrat smo izvedli prenos proteinov po Westernu in imunodetekcijo kot je opisano v 
poglavju 3.2.14., da smo ugotovili koliko proteina je v skoncentriranih frakcijah EB1 in 
EB2. Na sliki 20 membrane PVDF v stolpcu 1 vidimo, da je potekla proteoliza in je velik 
deleţ proteina razpadel. Pri primerjavi količine proteina Met PbrTI v celičnem ekstraktu v 
8. stolpcu na sliki 20, z vzorcem °3 na sliki 18, smo ugotovili, da se v stacionarni fazi 
celične kulture resnično izrazi največ proteina Met.  
 
 
Slika 20: Membrana PVDF pri prenosu proteinov po Westernu 
Legenda: L-lestvica, 1- protein Met (skoncentrirana frakcija EB1 in EB2), 2- protein iz prvega poskusa, 3- 
frakcijaEB4, 4- frakcijaEB3, 5- frakcijaWB2, 6- frakcijaWB1, 7- frakcijaFT, 8-celični ekstrakt in 9- slepi 
vzorec. 
 
Kljub temu smo s tem proteinom Met (skoncentrirana frakcija EB1 in EB2), še enkrat 
preverili učinkovitost zaščite DNK pRH3, z gelsko elektroforezo. Zaščita ni bila uspešna, 
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kot je razvidno na agarozni gelski elektroforezi, na sliki 21, saj je encim Bsp143I cepil 




Slika 21: Primerjava učinkovitost zaščite pRH3 DNK  
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5 RAZPRAVA 
5.1 ELEKTROTRANSFORMACIJA SEVOV IZ RODU Prevotella 
 
Nobenega od izbranih sevov iz rodu Prevotella (P. bryantii TF1-3, P. brevis FC2 in P. 
brevis GA33) nam ni uspelo elektrotransformirati. Sevi P. bryantii in P. brevis producirajo 
velike količine nespecifičnih nukleaz. Na slikah 7, 8 in 9 elekroforeznih gelov, smo videli, 
da so vzorci DNK bakteriofaga lambda, ki smo jih inkubirali v supernatantu, popolnoma 
fragmentirani. Kot kontrolo smo DNK inkubirali še v dH2O in skuhanem supernatantu in 
ugotovili, da DNK ni fragmentirana, saj nukleaze niso bile prisotne oz. so bile 
temperaturno inaktivirane. Na istem agaroznem gelu smo preverili učinkovitost zaščite 
DNK pRH3, s 5x in 50x redčenim celičnim ekstraktom in ugotovili, da DNK plazmida, 
tudi če je bila zaščitena, ni bila več vidna, saj je bila v ekstraktu po vsej verjetnosti tudi 
nespecifična nukleazna aktivnost (sicer inhibirana med zaščito z odvzemom ionov Mg
2+
). 
Prisotnost specifične nukleazne aktivnosti drastično zmanjša uspešnost vnosa plazmidne 
DNK v izbrane seve (Accetto in Avguštin, 1999). 
 
5.2 UGOTAVLJANJE OPTIMALNIH POGOJEV ELEKTROTRANSFORMACIJE 
 
Ugotovili smo, da čas inkubacije DNK v celičnem ekstraktu vpliva na kvaliteto zaščite 
DNK. Na sliki 10 vidimo razliko med vzorci, kako hitro so posamezni fragmenti potovali 
skozi agarozni gel. Nezaščitena DNK je najbolj fragmentirana. Pri primerjavi z DNK, ki je 
bila inkubirana 2,5 h in prekonočni inkubaciji smo ugotovili, da prekonočna inkubacija 
nudi najboljšo zaščito DNK. Kjub temu je bila kvaliteta zaščite DNK pri prekonočni 
inkubaciji, pri vseh treh poskusih, prešibka, zato smo prilagodili protokol za zaščito 
(poglavje 3.2.5) in vsak eksperiment povečevali količino izhodne kulture za pripravo 
ekstrakta (10 mL – 30 mL – 60 mL). 
 
Pri ugotavljanju količine DNK v reakcijski mešanici smo ugotovili, da je 
elektrotransformacija dvakrat uspela pri 30 µL DNK; enkrat pri 50 µL DNK (drugič smo 
rast zaznali le v tekočem gojišču M2+Tc ) in enkrat pri 15 µL DNK. Količina uporabljene 
DNK, pri uspešni  elektroporaciji, je v vzorcu 30 µL znašala 1,05 µg in 0,69 µg; v vzorcu 
50 µL je znašala 1,8 µg in 0,8 µg; pri vzorcu 15 µL pa 0,34 µg. Iz teh podatkov nismo 
mogli potrditi koliko DNK je potrebno za uspešno elektroporacijo. Preglednica 8 prikazuje 
dejansko količino uporabljene DNK, pri vseh štirih poskusih in ugotovili smo, da največja 
količina DNK ni zagotovilo za uspešno elektroporacijo. Verjetno je optimalna količina 
nekoliko niţja, zaradi uspešne zaščite DNK. Najniţja količina DNK pri uspešni 
elektroporaciji je znašala 0,34 µg. Učinkovitost transformacije je bila najvišja v 4. 
poskusu, ko smo uporabili 30 µL DNK in znaša 3,3x10^3 transformant/µgDNK.  
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Za ugotavljanje optimalne moči pulza pri zaščiti DNK smo pripravljali enotno reakcijsko 
mešanico in razmerje DNK v mešanici določili na podlagi prejšnega eksperimenta 
ugotovljanja optimalne količine DNK ter se odločili za 30 µL DNK. Kljub temu je 
elektroporacija uspela samo enkrat, pri 2,25 kV. Razlog je verjetno ta, da smo imeli zelo 
malo zaščitene DNK. V tem poskusu smo dobili 1,5x10^3 transformant/µgDNK in 
2,5x10^-8 transformant/mL, kar je zelo nizek izplen elektroporacije. Raziskovalca Aune in 
Aachmann (2010) sta ugotovila, da učinkovitost transformacije znaša med 10^4 in 10^8 
transformant/µgDNK, zato elektroporacija velja za zelo učinkovito metodo za vnos DNK v 
bakterije. Vendar se učinkovitost hitro zmanjšuje zaradi prisotnih R-M sistemov ali 
zunajceličnih nukleaz. Zato je potrebno izvesti optimizacijo metode glede na vsako vrsto 
katero ţelimo elektrotransformirati. 
 
5.3 PRIPRAVA KONSTRUKTA pRH3met IN ELEKTROTRANSFORMACIJA 
 
Namen priprave konstrukta je bil izboljšati kvaliteto in vitro zaščite plazmidne DNK. Z 
uspešnim vnosom konstrukta pRH3met v sev TC1-1 in izolacijo proteina smo poskušali 
nadomestiti pripravo celičnega ekstrakta. Predvidevali smo, da bi bila in vitro zaščita DNK 
z izolirano metilazo boljša, saj nam ne bi bilo potrebno vsakič znova pripravljati celičnega 
ekstrakta. Po ligaciji in transformaciji metilaznega gena v plazmid pRH3 smo pridobili 
samo en pravilno orientiran insert v plazmid, saj je verjetno produkt toksičen za celice E. 
coli TOP10 (Raleigh in Wilson, 1986). Kljub temu smo dobljeni konstrukt poslali na 
sekvenciranje (Microsynth, Švica) in rezultate analizirali v podatkovni bazi Pfam (Finn in 
sod., 2016). Z iskanjem podobnih sekvenc v bazi Pfam, s skritim modelom Markova 
(HMMs), smo ugotovili, da je produkt res C-5 citozin specifična DNK metilaza (slika 22).  
 
 
Slika 22: Rezultati analize v Pfam podatkovni bazi (Finn in sod., 2016) 
 
S programom NCBI CD-search smo ugotovili, da se mutacija nahaja v domeni metilaze. 
Aminokislino glicin, ki je hidrofobna, je zamenjala hidrofilna aminokislina aspartat. Kljub 
temu smo nadaljevali z delom in poskušali elektrotransformirati sev TC1-1 s konstruktom 
pRH3met. Pri pripravi celičnega ekstrakta za zaščito plazmida pRH3met, smo spremenili 
količino izhodne kulture iz 60 mL na 20 mL, ker zaščita kljub dvema poskusoma ni bila 
uspešna. Prav tako smo bili večkrat neuspešni pri elektroporaciji konstrukta v sev, zato 
smo gojišču M2 začeli dodajati hemin, elektroporacijsko mešanico pa smo inkubirali v 
vodni kopeli. Kontrola ponovne elektroporacije plazmida izoliranega iz predhodno uspešno 
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elektrotransformiranega seva TC1-1, je bila pozitivna. Prav zgornje jasno kaţe na 
nezanesljivost trenutne metode, kjer je očitno glavna teţava nihanje aktivnosti metilaze 
PbrTI v ekstraktih. 
 
5.4 UČINKOVITOST ZAŠČITE S CELIČNIM EKSTRAKTOM TC1-1pRH3met 
 
Predpostavili smo, da bo zaščita plazmida s celičnim ekstraktom seva TC1-1pRH3met 
boljša, kot s celičnim ekstraktom seva TC1-1pRH3. Celični ekstrakt smo najprej pripravili 
v eksponentni fazi rasti seva, nato pa še v stacionarni fazi rasti seva, glede na rezultate pri 
prenosu proteinov po Westernu (slika 18). V nobenem poskusu plazmidna DNK ni bila 
ustrezno zaščitena pred restrikcijskim encimom Bsp143I, kot vidimo na sliki agaroznega 
gela v Prilogi C in sliki 16. Protein smo izolirali in očistili iz celičnega ekstrakta z 
afinitetno Ni-NTA kromatografijo in s prenosom proteinov po Westernu ugotovili, da se je 
protein razcepil (slika 20). Kljub temu smo še enkrat ponovili zaščito plazmidne DNK z 
izoliranim proteinom, vendar zaščita ni bila uspešna (slika 21).  
 
Konvencionalna metoda izolacije proteinov iz celičnega ekstrakta je v našem primeru 
nezanesljiva metoda. Lahko jo nadomestimo s sistemom za od celice neodvisno sintezo 
proteinov z uporabo rekombinantnih elementov, imenovano PURE sistem (ang. Protein 
synthesis using recombinant elements). Stabilnost RNK molekul ali proteinov je večja, saj 
ni prisotnih degradacijskih encimov npr. nukleaz ali proteaz. Sistem PURE je uporabno 
orodje za produkcijo (za celice toksičnih) proteinov ali za inţeniring proteinov, ker v 
reakcijski mešanici potrebujemo le DNK matrico. Ta sistem lahko uporabimo tudi za 
sintezo membranskih proteinov, vključitev nenaravnih/nestandardnih aminokislin (ang. 
unnatural amino acids) ali za iskanje proteinov z ţeljeno funkcijo v genomskih knjiţnicah. 
Sistem PURE temelji na translacijskem aparatu E. coli. Protein se sintetizira z uporabo 
očiščenih faktorjev in encimov potrebnih za translacijo (očiščeni ribosomi, tRNK, 
translacijski faktorji, aminoacil-tRNK sintetaza in drugi encimi). Sistem je zatorej dobro 
definiran in posledično ga lahko laţje nadzorujemo (Shimizu in Ueda, 2010).  
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 Sevov P. bryantii TF1-3, P. brevis FC2 in P. brevis GA33 nam ni uspelo 
elektrotransformirati, stopnje zaščite plazmidne DNK ţal nismo mogli ugotoviti 
zaradi prisotnosti nespecifične nukleazne aktivnosti v ekstraktih. 
 Pri optimizaciji parametrov elektroporacije seva P. bryantii  TC1-1 se je kot 
omejujoč dejavnik jasno izkazala prenizka oziroma zelo nihajoča aktivnost 
metilaze PbrTI v celičnem ekstraktu. 
 Ugotovili smo, da je zaščita plazmidne DNK pri trenutnem protokolu 
elektrotransformacije P. bryantii TC1-1 počasna in da najbrţ močnejši pulzi od 
standardnih med elektroporacijo ne prinesejo večje učinkovitosti.   
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Bakterije rodu Prevotella so po Gramu negativni, nesporogeni in anaerobni 
mikroorganizmi, ki so del prebavne ter ustne mikrobiote ţivali in ljudi. Genetsko ozadje je 
slabo preučeno, saj so genetska orodja za njihovo genetsko manipulacijo maloštevilna. Za  
sev Prevotella bryantii TC1-1 je na voljo prenosljivi vektor pRH3, ki smo ga in vitro 
zaščitili pred restrikcijskimi endonukleazami in ga vnesli v sev z elektroporacijo. Na enak 
način smo poskušali elektrotransformirati seve P. bryantii TF1-3, P. brevis FC2 in P. 
brevis GA33, vendar neuspešno, saj imajo sevi izraţeno močno nespecifično nukleazno 
aktivnost.  
 
Z delom v anaerobni komori samo lahko gojili sev TC1-1 na trdnih gojiščih, kar nam 
omogoča štetje števila kolonij na ploščah po elektroporaciji. To je ključni pogoj za 
ugotavljanje optimalnih pogojev elektrotransformacije. Najboljša je prekonočna inkubacija 
50 µL plazmidne DNK v celičnem ekstraktu in elektroporacija z močjo pulza 2,5 kV.  
 
Z vnosom dodatnega gena za metilazo PbrTI v sev TC1-1 smo ţeleli izboljšati metodo 
zaščite DNK s celičnim ekstraktom. Po analizi rezultatov sekvenciranja plazmida 
pRH3met smo ugotovili, da se mutacija nahaja v domeni metilaze. Kljub temu nam je 
uspelo elektrotansformirati sev TC1-1 s plazmidom pRH3met. Iz uspešno 
elektrotransformiranega seva TC1-1pRH3met smo pripravili celični ekstrakt, vendar 
zaščita plazmidne DNK ni bila uspešna. S prenosom proteinov po Westernu smo ugotovili, 
da se največ proteina Met PbrTI izrazi v stacionarni rasti seva, zato smo pripravili celični 
ekstrakt iz kulture v stacionarni fazi rasti. Zaščita plazmidne DNK kljub temu ni bila 
uspešna, zato smo z izolacijo metilaze skušali nadomestiti pripravo celičnega ekstrakta. Z 
afinitetno Ni-NTA kromatografijo smo izolirali protein in zaščitili plazmidno DNK z 
izolirano metilazo. Zaščita plazmidne DNK prav tako ni bila uspešna, saj je potekla 
proteoliza proteina Met PbrTI.  
 
Nezanesljivo metodo izolacije proteinov iz celičnega ekstrakta lahko nadomestimo s 
sistemom za sintezo proteinov z uporabo rekombinantnih elementov, imenovano PURE 
sistem.  
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Priloga  A: FASTA format gena za metilazo PbrTI ter 34F in 34R oligonukleotidna 
začetnika 
 

































Priloga A2: 34F in 34R oligonukleotidna začetnika: 
 
34F: 5’-GCC GTC TAG ATA AAC AAA GAA AGT TAA AAA TAC AAC GTT 
ATA AAT TAA TTT AGG AGG AAT ATT ATG GCA AAA ATA AAG CAC AAT 
ATA AAA G-3’ 
 
34R: 5’-GCC GTC TAG ATT ATT AAT GAT GAT GAT GAT GAT GAG AAC 
CCC CAA GTT TCA TTA TTT TTC CTA ATA CAG TAT C-3’  
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Legenda: L-lestvica; 1- 2,5h; 2- 2,5h+Bsp143I; 3- 6h; 4- 6h+Bsp143I; 5- 16h; 6-
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Legenda: L-lestvica; (1-6): zašč.DNK s TC1-1pRH3; 7- DNKpRH3; 8- 
DNKpRH3+Bsp143I; (9-14): zašč.DNK s TC1-1pRH3met; (1,2,9,10)- neredč.ekstrakt; 
(3,4,11,12)- 2x redč.ekstrakt; (5,6,13,14)- 4x redč.ekstrakt; (2,4,6,8,10,12,14)- 
vzorec+rest.encim Bsp143I 
  
L    1    2     3    4     5    6     7     8    9   10   11   12  13   14   L 
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Priloga  D: SDS-PAGE gel in agarozni gel testa kvalitete zaščite DNK pRH3 
 




Legenda: L-lestvica; SV-slepi vzorec; 1- frakcijaFT1; 2- frakcijaWB1; 3- frakcijaWB2; 4- 
frakcijaEB1; 5- frakcijaEB2; 6- frakcijaEB3; 7- frakcijaEB4 
 
 
Priloga D2: Agarozni gel testa kvalitete zaščite plazmidne DNK pRH3. 
 
 
Legenda: L-lestvica; 1- zaščiten pRH3; 2- Zaščiten pRH3+Bsp143I; 3- nezaščiten pRH3; 
4- nezaščiten pRH3+Bsp143I 
   1         2          3           4           5        6         7             L        SV 
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